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00 (54) Title: ISOTOPICALLY CODED AFFINITY MARKERS 3 

«s 

^ (54) Bezeicbnung: ISOTOPENCODD2RTE AFHNTTATSMARKER 3 

CH (57) Abstract: The invention concerns i so topically coded affinity markers (ICAT) for mass spec tro metric analysis of proteins, and 
O the preparation and use of said markers. 

O 

£^ (57) Zusammen fassung: Die Erfindung betrifft neue, isotopencodierte Affinity tsmarker zur massenspektrometrischen Analyse von 
^ Protein en sowie deren Hers tell ung und deren Verwendung. 
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Isotopencodierte Affinitatsmarker 3 

Die Erfindung betrifft neue, isotopencodierte Affinitatsmarker zur massenspektro- 
5 " metrischen Analyse von Proteinen sowie deren Herstellung und deren Verwendung. 

Die Proteomics-Technologie erfiflhet die MOglichkeit, durch Analyse von 
biologischen Systemen auf der Proteinebene neue biologische Targets und Marker zu 
identifizieren. Bs ist bekannt, dass von den im Genom codierten Proteinen nur 

10 jeweils ein bestimmter Teil aller mfiglichen Proteine exprimiert wird, wobei 
beispielsweise Gewebetyp, Entwicklungsstand, Aktivierung von Rezeptoren oder 
zellulare Interaktionen die Expressionsmuster und -raten beeinflussen. Um 
Unterschiede der Expression von Proteinen in gesundem oder krankem Gewebe 
festzustellen, kfinnen verschiedene vergleichende Methoden zur Analyse von 

15 Protein-Expressionsmustem herangezogen werden ((a) S. P. Gygi et al., Proc. Natl. 
Acad. Sci. U. S. A., 2000, 97, 9390; (b) D. EL Goodlett et al., Proteome Protein 
Anal., 2000, 3; (c) S. P. Gygi et al., Curr. Opin. Biotechnol., 2000, 11, 396). 

Eine leistungsfihige Methode ist dabei die massenspektrometrische Detection von 
20 Proteinen. Bei Verwendung von unterschiedlich isotopencodierten Affinit&tsmarkern 
(ICAT® == Isotope Coded Affinity Tags) und Tandem-Massenspektrometrie kann 
dieses Verfahren zur quantitativen Analyse yon komplexen Proteinmischungen 
herangezogen werden ((a) S. P. Gygi et al., Nature Biotechnology, 1999, 17, 994; (b) 
R. H. Aebersold et al., WO 00/11208). Das Verfahren beruht darau^ dass jede von 
25 zwei oder mehr zu vergleichenden Proteinmischungen, die in verschiedenen 
ZellzustSnden erhalten worden sind, mit einem Affinitatsmarker anderer 
Isotopencodierung umgesetzt wird. Die Proteinmischungen werden danach 
kombiniert, gegebenenfalls fraktioniert oder proteolytisch behandelt und 
aflBnitStschromatographisch gereinigt. Nach Elution der gebundenen Fragmente 
30 werden die Eluate durch Kombination von Fltlssigkeitschromatographie und Massen- 
spektrometrie (LC-MS) analysiert Paare bzw. Gruppen von mit sich nur in der 
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Isotopencodierung unterscheidenden Affinitatsmarkem markierten Peptiden sind 
chemisch identisch und werden in der HPLC nahezu zeitgleich eluiert, sie 
unterscheiden sich im Massenspektrometer jedoch urn die jeweiligen Mole- 
kulargewichtsdifferenzen aufgrund unterschiedlicher Isotopenmuster der 
5 AfBnitatsmaiker. Relative Proteinkonzentraiionen kSnnen direkt durch. Messungen 
der Peakfiachen erhalten werden. Geeignete Affinitatsmarker sind Konjugate aus 
Aflinitatsliganden, die ttber Brilckenglieder kovalent mit proteinreaktiven Gruppen 
verknttpft sind Dabei werden in die Brilckenglieder unterschiedliche Isotope 
eingebaut Das Verfahren wurde anhand von Affinitatsmarkem, in denen 
10 WasserstofFatome durch Deuteriumatome ersetzt wurden ( 1 H/ 2 D«Isotopencodierung), 
beschrieben. 

Die im Stand der Technik beschriebene Methode mit 1 H7 2 D-isotopencodierten 
Affinitatsmarkem weist verschiedene Nachteile au£ insbesondere eine(n) 
15 Isotopeneffekt der unterschiedlich markierten, aber ansonsten identischen 
Peptidfragmente im LC, nicht ausreichende Stabilitat der Affinitatsmarker im 
allgemeinen und speziell im LC-MS/MS, mangelnde Effizienz der Ayidin-Monomer- 
basierten Affinitatschromatographie, mangelnde Flexibility beim Einbau der 
Isotopemnarkierungen. 

20 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war die Bereitstellimg verbesserter 
isotopencodierter Affinitatsmarker. 

Gegenstand der Erfindung sind organische Verbindungen, geeignet als Affinitats- 
25 marker zur massenspektrometrischen Analyse von Proteinen, der Formel (I), 

A-L-PRG (I) 

in der 

30 

A fQr einen Affinitatsliganden-Rest oder fOr eine feste Phase, 
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PRG fQr eine proteinreaktive Gruppe und 

L fur einen A und PRG kovalent verkntlpfenden Linker steht, 

wobei der Linker L eine Gruppe der Fonnel (T) enthfilt, 

-(Z') n - (T) 
m 



~(Z) k — i 



I 11 



in der 

Z der AminosSure-Rest NH-CHR x -(CH2)x-CO mit der Aminosaure- 

Seitenkette R x und der Zahl x aus dem Wertebereich von 0 bis 5 ist, 

L' eine Briicke ist, die eine kovalente Verkntipfung zweier Piperazin-Reste 

ermSglicht oder eileichtert, oder im Falle von 1 > 2 gleiche oder 
verschiedene solche Brilcken sind, 

R und R' an einem Piperazin-Ring imahhftngig voneinander und unabhSngig von 
anderen R und R' an anderen Piperazin-Ringen der gleichen oder der 
anderen der beiden Laufvariablen 1 und m jeweils eine a-Aminosaure- 
Seitenkette ist, 

Z' der AminosSure-Rest CO-(CH 2 )y-CHR y -NH mit der AminosSure- 

Seitenkette R y und der Zahl y aus dem Wertebereich von 0 bis 5 ist, der 
sich von Z in der unterschiedlichen Orientiemng bezttglich der 
terminalen CO- und NH-Gruppe unterscheidet, und 
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k, 1, m, n unabhangig voneinander jeweils fur eine Zahl von 0 bis 10 stehen, wobei 
die Summek + l + m + nmindestens 1 und h6chstens 40 betragt, 

oder deren Salze. 

5 

Die erfindungsgemaBen Affinitatsmaiker weisen gegentiber dem Stand der Technik 
insbesondere folgende Vorteile auf: 

Deuterium, 13 C- oder 13 C- und 15 N-markierte Glycin-Bausteine oder andere 
10 entsprechend markierte AminosSurebausteine sind wohlfeile Edukte, die einen 
flexiblen Aufbau der isotopenmarkierteii AflBnitatsmarker ennOglichen. In den in der 
Fonnel (I) beschriebenen AfiBnitatsmarker kflnnen in einfacher Weise mehr als 
zwanzig 13 C-Markierungen und zusatzlich bis zu zehn 15 N Isotope eingefllhrt 
werden. Im Gegensatz zu den bisher beschriebenen Affinitatsmarkein mit einer 
15 deutlich kleineren Massendifferenz (AM=8) ist so auch die parallele Analyse 
mehrerer Proteom-Proben durch jeweilige Modifizierung mit A£5nitatsmarkern mit 
verschiedenen Massendifferenzen mSglich. Bevoizugt ist die Ausffihrung mit bis zu 
4 unterschiedlich markierten Affinitatsmarkeni, die die gleichzeitige Analyse und 
relative Quan tifizi erung von bis zu 4 komplexen Proteom-Proben ennQglicht 

20 

Der modulare Aufbau der AflBnitatsmarker ermSglicht eine flexible, den 
Erfordexnissen des Arbeitsablaufs angepasste Kombination der einzelnen Bausteine. 

Die beschriebenen AflBnitatsmarker lassen sich mit einer sSurelabilen Sollbruchstelle 
25 ausrOsten, die eine Dekomplexierung der Peptidfragmente durch eine wesentlich 
efiBzientere, beispielsweise auf Streptavidin oder oligomerem Avidin basierende 
Aflfinitatschromatographie fiir die Biotin-modifizierten Peptidfragmete oder durch 
eine reversible Anbindung an eine feste Phase ermSglicht Weiteihin haben die nach 
Saurespaltung an den Peptidfragmenten veibleibenden Tags haben ein niedriges 
3 0 Molekulargewicht und eine hohe Isotopendichte. 
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Die Handhabung der Affinitatsmarker wird durch verbesserte L6slichkeit, durch eine 
kristalline oder amorphe Erscheinungsart sowie durch erhShte Stabilitat verbessert 

Gegenstand der Erfindung ist weiterhin die Verwendung einer oder mehrerer 
unterschiedlich isotopenmarkierter erfindungsgemSfler Verbindungen als Reagenz 
zur massenspektrometrischen Analyse von Proteinen, insbesondere zur Identification 
von einem oder mehreren Proteinen oder Protein-Fuoktionen in einer oder mehreren 
Protein-haltigen Proben und zur Bestimmung der relativen Expressions-Niveaus von 
einem oder mehreren Proteinen in einer oder mehreren Protein-haltigen Proben, 

Gegenstand der Erfindung ist weiterhin ein Kit zur massenspektrometrischen 
Analyse von Proteinen, enthaltend als Reagenzien eine oder mehrere unterschiedlich 
isotopenmarkierte erfindungsgemSBe Verbindungen. 

Ein AfSnitatsligand A dient zur selektiven Anreicherung von Proben mit Hilfe der 
AfSnitatschromatographie. Die Affinit&tssaulen sind mit den entsprechenden 
komplementSren Partnern zu den Affinitatsliganden versehen, welche kovalente oder 
nicht kovalente Bindungen mit den Affinitatsliganden eingehen. Ein Beispiel fttr 
einen geeigneten Affinitatsliganden ist Biotin oder ein Biotin-Derivat, das mit den 
komplementaren Peptiden Avidin oder Streptavidin starke, nicht kovalente 
Bindungen eingeht Auf diese Weise kOnnen zu untersuchende Proben mit Hilfe der 
Aflfinitatschromatographie selektiv aus Probenmischungen isoliert werden. Im 
gleichen Sinn ktinnen beispielsweise auch Kohlenhydrat-Reste, die nicht kovalente 
Wechselwirkungen mit beispielsweise fixierten Lektinen eingehen kSnnen, als 
AfBnitatsligand verwendet werden. Weiterhin im gleichen Sinn die 

Wechselwirkung von Haptenen mit AntikOrpern oder die Meraktion von 
Obergangsmetallen mit entsprechenden Liganden als Komplexbildner genutzt 
werden oder andere Systeme die miteinander in Wechselwirkung treten. 

Alternativ kann die gezielte Abreicherung auch durch selektive, reversible 
Anbindung an eine entsprechend funktionalisierte feste Phase A erreicht werden. 
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Geeignete feste Phasen sind beispielsweise Amino-funktionalisierte Harze auf 
Kieselgel-Basis und weiteihin von den als Festphasen-Synthesen durchgefuhrten 
Peptid-Synthesen her bekannt, wie etwa Tritylharz, auf Benzylalkohol-Tragerung 
basierendes Sasrin-Harz, auf Benzylalkohol-Tragerung basierendes Wang-Haxz, 
Wang-Polystyrol-Harz, Rink-Amid-MBHA-Haiz oder TCP (Tritylchlorid- 
Polystyiol)-Harz (in den abgebildeten Foraieln steht das eingekreiste P jeweils fdr 
den Rest des Harzes): 




Bevorzugt ist als feste Phase A ein polymerer TrSger, insbesondere ein modifiziertes 
natQrliches oder synthetisches Harz, beispielsweise ein Harz auf Kieselgel- oder 
Polyethylenglykol-Basis, mit zur Anbindung des Linker L geeigneten funktionellen 
Gruppen, beispielsweise Hydroxy-, Carboxy- und Aminogruppen, insbesondere 
Aminogruppen, Besonders bevorzugt ist als feste Phase A ein Amino- 
funktionalisiertes Harz auf Kieselgel-Basis, beispielsweise ein Aminopropyl- 
Kieselgel, wie es z. B. von der Fa, Aldiich unter der Nummer 36425-8 vertrieben 
wird. 

Proteinreaktive Gruppen PRG dienen der gezielten Markierung der Proteine an 
ausgewShlten funktionellen Gruppen. PRGs haben eine spezifische Reaktivitat fttr 
endstandige funktionelle Gruppen der Proteine. AminosSuren als Blemente von 
Proteinen, die hSufig fUr gezielte Markierungen verwendet werden, sind 
beispielsweise MercaptoaminomonocarbonsSuren wie Cy stein, Diarninomono- 
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carbonsSmen wie Lysin oder Aiginin oder MonoaminodicarbonsMuren wie 
Asparaginsfiure oder Glutamins&ure. Weiterhin kSnnen proteinreaktive Grappen 
auch phosphatreaktive Gruppen wie beispielsweise Metallchelate sowie 
aldehydreaktive und ketonreaktive Gxuppen wie beispielsweise Semicarbazone oder 
auch Amine mit nachfolgender Behandlung durch Natriumboihydrid oder 
Natriumcyanoboihydrid sein. Ebenso kfinnen es Gruppen sein, die nach einer 
gezielten Proteinderivatisierung wie beispielsweise einer Bromcyanspaltung oder 
einer Elimination von Phosphatgruppen etc. mit den Umsetzungsprodukten 
reagieren. 



Z und Z f sind Reste gleicher oder verschiedener Aminosauren. Bevorzugt sind Reste 
von L-a-Aminosauren, insbesondere der 20 natfirlichen proteinogenen AminosSuren 
(x = 0 bzw. y = 0), beispielsweise Glycin-Reste, und Reste von ©-Aminosauren, wie 
bespielsweise NH-(CH 2 )2-CO und CO-(CH 2 )2-NH. Die Aminosauren kOnnen dabei 
gegebenenfeUs in der D-, L- oder racemischen Form vorliegen. 

Bevorzugte erfindungsgemSBe Verbindungen der Formel (I) weisen im Linker L als 
Gruppe der Fonnel (T) eine Gruppe der Formel (T) auf (alle R und R f in Fonnel (T) 
sind Wasserstofl): 







.1 


o 



Ca- 



Jm 



Ebenfalls bevorzugte erfindungsgemSBe Verbindungen der Formel (I) weisen im 
Linker L eine Gruppe der Formel (T), insbesondere eine Gruppe der Formel (T) auf, 
in der Z der Glycin-Rest NH-CH 2 -CO oder Z der Glycin-Rest CO-CH 2 -NH ist, 
insbesondere in der Z der Glycin-Rest NH-CH 2 -CO und Z der Glycin-Rest CO-CH 2 - 
NHist 
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In einer weiteren Ausftihrungsform sind Linker L bevorzugt, die eine Sollbruchstelle 
S wie z. B. eine sMurelabile Funktionalitat besitzen, die unter bestimmten Bedin- 
gungen beispielsweise unter Saureeinwirkung eine Spaltung des A ffinit&tsm arkers 
gewShrleisten, urn so z, B, die Freisetzung von der AffinitfitssSule zu erleichtem, 
5 oder den am Peptid verbleibenden Rest zu verkleinern oder die AibeitsablSufe 
insgesamt effizienter zu gestalten. Anstelle einer sSurelabilen Sollbruchstelle kann 
die Spaltung der Linker L auch auf andere Art und Weise herbeigefiihrt werden, 
beispielsweise durch chemische Spaltung von u.a. Silylethem, Estern, Carbamates 
Thioestern, Acetalen, Disulfiden oder Schiffschen Basen, weiterhin durch 
10 photochemische Spaltung, oder durch enzymatische Spaltung von Estem, Amiden, 
Nucleotiden oder Glycosiden oder durch thermische Spaltung beispielsweise von 
interagierenden NuMeinsSurestrangen 

Zur Verbesserung der LOslichkeit der erfindungsgemaBen Affinitatsmarker kfinnen 
15 vorhandene saure und/oder basische funktionelle Gruppen in Form ihrer Sake, 
bevorzugt ihrer Hydrochloride, Acetate, Trifluoracetate, Alkalimetall-Salze oder 
Ammonium-Salze, hergestellt und eingesetzt werden. 

In einer besonderen Ausfiihrungsfonn der Erfindung weist die proteinreaktive 
20 Gruppe PRG lfislichkeitsverbessernde funktionelle Gruppen auf. 

Bevorzugte erfindungsgemaBe Verbindungen sind solche der Formel Q) 9 
insbesondere der Fonnel (II), 



-(Z%-PRG (D) 

i_ — m 

25 



A-S-(Z) k 



_l _ r 
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bei denen eine oder mehrere der Gxuppen A, PRG, S, Z, L\ Z' und k, 1, m, n, 
insbesondere alle diese Gruppen, gemSB den nachfolgenden Definitionen ausgewShlt 
sind: 

A steht fQr den Acylrest eines Affinitatsliganden, beispielsweise 

Biotinyl oder ein Biotin-Derivat, oder fiir eine mit einem 
polymeren TrSger veibundene funktionelle Gruppe, 
beispielsweise eine trflgergebundene Hydroxy-, Carboxy- oder 
Aminogruppe, insbesondere eine trfigergebundene Amino- 
gruppe. 

PRG steht flir den Rest einer proteinreaktiven Gruppe, die 

charakterisiert ist durch eine elektrophile Gruppe und eine 
geeignete Brucke, die die Anbindung der elektrophilen Gruppe 
an Z 1 erm8glicht oder erleichtert Weiterhin V*nn eine solche 
Gruppe durch entsprechende AusfBhrung beispielsweise auch 
die Loslichkeit veibessem Eine bevorzugte proteinreaktive 
Gruppe ist ein Epoxid, eine Maleinimidogruppe, ein Halogen 
oder ein Acrylrest, insbesondere verbrtlckte Elektrophile wie 

mit q = 0-4, 

mit z = 0-5, 

-CO-tCHzVa mit r= 1-10, 

-co-CH<aa 2 . 

Weiterhin kann PRG eine andere bekannte proteinreaktive 
Gruppe sein, wie sie 2. B. von WJL Scouten in Methods in 
Enzymology, Volume 135, edited by Klaus Mosbach, 
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s 

5 



10 



15 
20 

Z 

25 

U 



AcademicPress Inc. 1987, S. 3 Off beschrieben und zusammen- 
gefasst wurden. 

steht fur eine s&urelabile Sollbruchstelle, wie beispielsweise 



mit Y als Abstandshalter mit bevoizugt 1-10, insbesondere 1-5, 
Nicht-WasseretofF-Atomen, der die Anbindung des Arylrestes 
an den Affinitatsliganden oder an den polymeren Trager 
ermflglicht oder erleichtert, besonders bevorzugt NH, NH-CH 2 , 
NH-CH2-CH2-NH-CO, CH2-CO, wobei Y ortho-, meta- und 
paia-stSndig zu NH stehen kann und die para-Stellung bevorzugt 
ist, 

und mit SK als Seitenketten-Rest einer a-Azninos&ure der 
Formel SK-CH(NH 2 )-COOH, die fOr andere SK als ein H-Atom 
in der D-, L- oder racemischen Form vorliegen kann, 
beispielsweise die Seitenketten der 20 natilrlichen Aminos&uren 
sowie deren D-Fonnen und Racemate. 

ist der Rest einer Aminosaure, insbesondere der Rest von 
Glycin, der nicht markiert oder 13 C- oder l5 N-Maikierungen, 
oder eine Kombination dieser Markierungen enthalten kann. 

ist eine Brttcke, die eine kovalente Verkntipfting zweier 
Piperazin-Reste ennSglicht oder erleichtert. L' ist vorzugsweise 
aus den Bausteinen Alkylen, insbesondere (CH 2 )j, Alkenylen, 
ADcinylen, Arylen, CO, CS und NH aufgebaut, insbesondere aus 
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einer Anzahl von 2 bis 10 solcher Bausteine. L* kann weitere 
Aminos&ure-Reste wie Z und Z\ insbesondere Glycin-Reste, 
enthalten, die gegebenenfalls l3 C- Oder l5 N-Isotopen- 
markierungen oder eine Kombtoation dieser Madderungen 
enthalten kOnnen, und ist bevorzugt eine Brticke ausgewahlt aus 
CO-CO, CO-(CH 2 )b-CO sowie CO-Aiylen-CO, CO-CH 2 -NH- 
CO-NH-CH2-CO, CO-NH-CH2-CO, CO-CH2-NH-CO, CO- 
CH 2 -NH-CO-CO-NH-CH 2 -CO, CO-CH 2 -NH-CO-(CH 2 ) 8 -CO- 
NH-CH2-CO, CaCH 2 -NH-CO-Arylen-CO-NH-CH 2 -CO, 
(CH 2 ) 8 -NH-CO-CO-NH-(CH 2 )s, (CH 2 )3-NH-CO-CO-NH- 
(CH 2 ) 3 , (CH 2 ) 8 -CO, (GH*)rCO, CO und CS ist, wobei s 
bevorzugt eine gauze Zahl zwischen 1 und 6, beispielsweise 2, 
3, 4 oder 5. 

an einem Piperazin-Ring sind jeweils gleiche Aminos&ure- 
Seitenketten, insbesondere Wasserstoff, sind vorzugsweise an 
alien Piperazin-Ringen einer der beiden Laufvariablen 1 und m 
gleiche Aminosaure-Seitenketten, insbesondere Wasserstof^ 
und sind besonders bevorzugt an alien Piperazin-Ringen gleiche 
Aminosaure-Seitenketten, insbesondere Wasserstoff. 

ist der Rest einer AminosSure, insbesondere der Rest von 
Glycin, der sich von Z in der unterschi edlichen Orientierung 
bezQglich der tenninalen CO- und NH-Gruppe unterscheidet; er 
kann nicht markiert sein oder 13 C-, oder 1 ^-Markierungen, oder 
eine Kombination dieser Markierungen enthalten. 

kflnnen unabhSngig voneinander jeweils fQr Zahlen zwischen 0 
und 10 stehen, wobei die Summe von k + 1 + m + n bevorzugt 
grflfler als 0 und kleiner als 20 ist und besonders bevorzugt 
kleiner als 10 ist. Vorzugsweise steht mfiir die Zahl 0 oder 1. 
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Im Rahmen der vorliegenden Erfindung haben Alkyl, Alkylen, Alkenylen, 
Alkinylen, Alkoxy und Arylen, soweit nicht anders spezifiziert, die folgende 
Bedeutung: 

5 

Alkyl per se und "Alk" und "Alkyl" in Alkylen, Alkenylen, Alkinylen und Alkoxy 
stehen filr einen linearen oder verzweigten Alkylrest mit in der Regel 1 bis 6, 
vorzugsweise 1 bis 4, besonders bevoizugt 1 bis 3 Kohlenstoffatomen, beispielhaft 
und vorzugsweise flir Methyl, Ethyl, n-Propyl, Isopropyl, tert-Butyl, n-Pentyl und n- 
10 Hexyl. 

Alkylen, Alkenylen und Alkinylen stehen flir bivalente Alkylgruppen, die im Falle 
von Alkenylen bzw. Alkinylen eine, zwei, drei, vier, ftinf oder mehr Doppel- bzw. 
Dreifachbindungen und dementsprechend mindestens 2 Kohlenstoffatome aufweisen, 
15 beispielsweise und vorzugsweise filr Methylen, Ethylen, Ethenylen, Ethinylen, n- 
Propylen, iso-Propylen, n-Propenylen, Methylethenylen und Propinylen. 

Alkoxy steht beispielhaft und vorzugsweise fUr Methoxy, Ethoxy, n-Propoxy, 
Isopropoxy, tert.-Butoxy, n-Pentoxy und n-Hexoxy. 

20 

Arylen steht filr einen bivalenten mono- bis tricyclischen aromatischen, 
caibocyclischen Rest mit in der Regel 6 bis 14 Kohlenstoffatomen; beispielhaft und 
vorzugsweise fiir Phenylen, Naphthylen und Phenanthrenylen. 

25 Eine gegebenenfalls in einer AminosSure-Seitenkette R, R', R x , R y oder SK 
vorliegende Drittfunktion von Aminosfiuren kann optional frei oder mit einer 
Schutzgruppe geschtltzt vorliegen. In einer besonderen Ausftihrungsform tragen die 
Seitenketten, insbesondere SK, zur veibesserten Loslichkeit der AfSnitatsmaifcer bei. 

30 Die nicht-isotopenmarkierten Verbindungen stellen bereits eine Isotopencodierung 
dar. Zur weiteren Isotopencodierung werden die erfindungsgemSBen Verbindungen 
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vorzugsweise mit mindestens einem Kohlenstoff-Atom des Isotops 13 C, insbesondere 
vier bis 20 l3 C-Atomen, isotopenmaririert Der mit 1 H/ 2 D-isotopencodierten 
AffinMtsmarkern beobachtete nachteilige Isotopeneffekt in dear LC ist bei 12 C/ 13 C- 
Isotopencodierung deutlich veningert oder sogar gar nicht ausgeprSgt Alternativ 
oder zusatzlich kQnnen zur Markierung auch die Isotope 2 D, 15 N, 17 0, !8 0 und/oder 
"Seingesetzt werden. 

In einer besonderen Ausfiihrungsform der Erfindung werden I3 C-markierte 
Verbindungen zusatzlich mit mindestens einem Stickstoff-Atom des Isotops 15 N, 
vorzugsweise ein bis zehn l5 N-Atomen, insbesondere ein bis drei l5 N-Atomen, 
isotopeiunarkiert 

Die Isotopenmarkierungen werden tiblicherweise in L und/oder PRG vorgenommen, 
vorzugsweise in L und dort insbesondere in den Gruppen Z, L 1 , Z' und/oder in den 
Piperazm-Bausteinen. 

Die eifindungsgem&Ben Verbindungen konnen beispielsweise hergestellt werden, 
indem zunSchst ein mit geeigneten orthogonalen Schutzgrappen SG und SG' 
geschiitztes Intennediat der Formel (En), 



SG-<Z) k 



,-sg- (m) 



beispielsweise mit der Boc- und der Fmoc-Gruppe gemfiB Formel (HT), 



Boc-{Z) k -j^^-L'- -|n^^J- (Z-) n -Fmoc (DT) 
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hergestellt wird Die Synthese dieser Intermediate verl&uft nach klassischen 
Methoden der Peptidchemie wie sie dem Fachmann bekannt sind, und wie sie 
beispielsweise in Houben-Weyl; Methoden der Organischen Chemie; Vierte 
Auflage; Band XV Teil 1 und 2; Geoig Thieme Verlag Stuttgart 1974, oder in Hans- 
Dieter Jakubke and Hans Jeschkeit: Aminosauren, Peptide, Proteine; Verlag Chemie, 
Weinheim 1982 beschrieben wurden. 

Aus diesen Ihtermediaten wird emeut nach Standardreaktionen zunSchst die 
Schutzgruppe SG abgelfist und anschliefiend gegebenenfalls ein weiteres 
Aminosaurederivat, das eine zu der abgelfisten gleiche oder verschiedene Schutz- 
gruppe SG, insbesondere eine Boc-Gruppe, an der a-Aminofunktion trfigt, 
angekntipft, wobei Derivate der Formel (IV) erhalten werderu Gegebenenfalls in SK 
vorliegende Drittfunktionen kflnnen optional geschtitzt oder frei vorliegen. Optional 
vorhandene Schutzgruppen kflnnen permanent erhalten bleiben oder in separaten 
Deblockierungsschritten oder gleichzeitig mit der Abspaltung einer der terminalen 
Schutzgruppen abgeldst werden. 



Anschliefiend kann aus (TV) die Schutzgruppe SG 1 , beispielsweise eine Fmoc-Gruppe 
mit Piperidin in DMF, abgelost werden, so dass im nSchsten Schritt die Kupplung 
mit dem Derivat einer proteinreaktiven Gruppe oder der aktivierten Vorstufe des 
Derivats einer proteinreaktiven Gruppe der Fonnel 



mit U einer Gruppe, die die Verknttpfimg von PRG mit Z' oder gegebenenfalls mit 
einer anderen Endgruppe von L ermSglicht, indem sie zum Beispiel zu einer 
Abgangsgruppe wird, erfolgen kann, Beispiele fQi solche Gruppen sind aktivierte 




(IV) 



U-PRG 



(V) 
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Ester wie z. B. N-Hydroxysuccinimid-ester oder Chloride oder Gruppen, aus denen 
wahrend der Kupplung eine Abgangsgruppe generiert werden. karm. 

In einem weiteren Schritt wird dann die terminate Schutzgrappe SG abgelSst, wobei 
5 ein Konjugat der Fonnel (VI) erhalten wird. 



H 2 N-CH(SK)-CO-(Z) k 




Parallel dazu wird ein AffimtStsligand A-OH oder A-NH2 oder eine akhvierte Form 
10 desselben wie beispielsweise ein aktivierter Ester, ein S&irechlorid oder Shnliches, 
oder eine Hydroxy-, Carboxy- oder Amino-fiinktionalisierte feste Phase A-OH oder 
A-NH 2 oder eine aktivierte Form davon unter geeigneten Kupplungsbedingungen init 
einerVerbindung 



15 




(VII), 



die optional auch eine Schutzgrappe tragen kann, zum Derivat 




(vm) 



20 

umgesetzt. Das Derivat (VIII) wird dann ggf. nach vorheriger Abspaltung einer 
optional eingefilhrten Schutzgrappe mit aktivierten Kohlensaurederivaten wie 
Thiophosgen oder Thiocarbonylbisimidazol in ein entsprechendes Isothiocyanat 
fiberf&hrt und anschlieflend mit (VI) zum Thiohainstoff (IX) gekuppelt 

25 
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(ZO n -PRG (DQ 



Beispielsweise kann die Aminofunktion an Harzen zun&chst mit Fmoc-geschtitzter 
p-Aminobenzoes&ure oder mit Fmoc-geschtltzter p-Amino-phenylessigsaure 
umgesetzt werden, anschlieBend die Fmoc-Qruppe abgelSst und mit einem 
aktivierten KohlensSurederivat in das Isothiocyanat tlberfBhrt und zum Thioharnstoff 
umgesetzt werden. 



10 



Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist demgemaB ein Verfahren zur Herstellung 
einer Verbindung gemafi Anspruch 1, bei dem 



15 



i) ein geschiitztes Ihtennediat der Foimel (HI), 



SG-(Z) k -fN^N-L- 



I L — Jm 



(m) 



in der SG und SG f fiir zwei orthogonale Schutzgruppen stehen, 



hergestellt wird, 



20 ii) aus dem Intermediat der Formel (EI) zunfichst die Schutzgruppe SG abgelQst 
wird und anschlieBend ein weiteres AminosSurederivat, das eine zu der 
abgelfisten gleiche oder verschiedene Schutzgruppe SG an der ct- 
Aminofunktion trSgt, angeknflpft wird, wobei ein Derivat der Formel (TV), 
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SG-NH-CH(SK)-CCKZ) k 




(Z') n -SG' 



(IV) 



in der SK ftlr die Seitenkette einer AminosSure steht, 
erhalten werden, 

iii) nach AblSsung der Schutzgrappe SG aus dem Derivat der Formel (IV) mit 
dem Derivat einer proteinreaktiven Gruppe oder der aktivierten Vorstufe des 
Derivats einer proteinreaktiven Gruppe der Formel (V), 



in der U fiir eine Gruppe steht, die die VerknOpfung von PRG mit Z' oder 
gegebenenfalls mit einer anderen Endgruppe von L ennoglicht, 

umgesetztwird, 

iv) die teiminale Schutzgrappe SG abgelSst wird, wobei ein Konjugat der Formel 



U-PRG 



(V) 



(VI) 




erhalten wird, 
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v) ein AffinitStsligand A-OH oder A-NH 2 oder eine Hydroxy-, Carboxy- oder 
Amino-funktioiialisierte feste Phase A-OH oder A-NH 2 oder eine aktivierte 
Form davon mit einer Veibindung der Formel (VII), 




(vn), 



in der Y fiir die optional verzweigte Abstandhaltergruppe steht, 

die optional eine Schutzgruppe tragenkann, zum Derivat der Formel (VIE) 




(vm) 



umgesetzt wird, 

vi) das Derivat der Formel (VIE) dann nach vorheriger Abspaltung einer optional 
eingeftihrten Schutzgruppe in ein entsprechendes Isothiocyanat Hberfiihrt 
wird, 



vii) das Isothiocyanat anschliefiend mit dem Konjugat der Formel (VI) zum 
Thioharnstoff der Fonnel (DC) gekuppelt wird und 



(T) n -PRG (jjg 

m 



vii) in einem optionalen letzten Schritt gegebenenfalls noch vorhandene 
Schutzgruppen abgespalten werden, 
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wobei die aufeinanderfolgenden Schritte v) und vi) zu einem beliebigen Zeitpunkt 
vor Schritt vii) durchgefOhrt werden kSnnen. 

In alien Reaktionsschritten kQnnen reversibel abspaltbare Schutzgruppen, wie sei in 
der Peptidchemie iiblich sind, eingesetzt werden. Eine Schutzgruppe SG kann 
erhalten bleiben, oder gleichzeitig mit der Boc-Schutzgruppe abgeldst oder in einem 
separaten Schritt abgelfist werden. Geeignete Schutzgruppen sind beispielsweise die 
mit TrifluoressigsSure spaltbare Boc-Schutzgruppe oder die mit Piperidin oder 
Morpholin spaltbare Fmoc-Schutzgruppe. Weitere geeignete Schutzgruppen und die 
entsprechenden Methoden zur Einfilhrung und Abspaltung wuiden z. B. beschrieben 
in Jakubke/Jeschkeit: Aminosauren, Peptide, Proteine; Verlag Chemie 1982 oder im 
Houben-Weyl, Methoden der Qrganischen Chemie, Georg Thieme Verlag Stuttgart, 
Vierte Auflage; Band 15.1 und 15.2, herausgegeben von E.WQnscL 

Optional k6nnen die Affinitatsmarker auch in umgekehrter Reihenfolge aufgebaut 
werden, wobei zunfichst aus Derivaten der Formel (IV) die Boc-Schutzgruppe 
abgelSst wird Die deblockierten Verbindungen werden dann mit entsprechend aus 
(VTQ) generierten Isothiocyanaten umgesetzt zu Verbindungen der Fonnel 



Nach AblSsung der Fmoc-Schutzgruppe mit Piperidin wild im letzten Schritt die 
Kupplung mit dem Derivat einer proteinreaktiven Gruppe oder der aktivierten 
Vorstufe des Derivats einer proteinreaktiven Grippe 




NH-CH(SK>-CO-(Z) k 




(ZVFmoc (X) 



U-PRG 



(V) 



vorgenommen und so ebenfalls Verbindungen der Formel (IX) erhalten, 
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Weiterhin Gegenstand der Erfindung 1st demgemSB ein Verfehren zur Herstellung 
einer Verbindung gemSfi Anspruch 1, bei dem 

i) ein geschtttztes Intermediat der Fonnel (ID), 

m 

in der SG und SG fUr zwei orthogonale Schutzgruppen stehen, 
hergestelltwird, 

ii) aus dem Intermediat der Fonnel (EI) zun&chst die Schutzgruppe SG abgeldst 
wird und anschlieBend ein weiteres Aminosaurederivat, das eine zu der 
abgelOsten gleiche oder verscbiedene Schutzgruppe SG an der a-Amino- 
funktion trSgt, angekntipft wird, wobei ein Derivat der Fonnel (TV), 



SG-NH-CH(SK)-CO-(Z) k 




in der SK fBr die Seitenkette einer AminosSure steht, 
erhalten werden, 

iii) die tenninale Schutzgruppe SG abgelSst wird, wobei ein Konjugat der Fonnel 
(VT) 
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HjN-CHtSKJ-CO^ZJn 



erhaltenwird, 



-SG' (VD 



iv) ein Affinitatsligand A-OH oder A-NH 2 oder eine Hydroxy-, Carboxy- oder 
Amino-funktionalisierte feste Phase A-OH oder A-NBfe oder eine aktivierte 
Form davon mit einer Verbindung der Formel (VD), 



(vn), 

NH, 



in der Y Sir die optional verzweigte Abstandhdtergruppe stent, 

die optional eine Schutzgruppe tragen kann, zum Derivat der Formel (VHI) 



(vm) 



umgesetztwird, 



v) das Derivat der Formel (VIII) dann nach vorheriger Abspaltung einer optional 
eingefllhrten Schutzgruppe in ein entsprechendes Isothiocyanat fiberfQhrt 
wird, 



vi) das Isothiocyanat anschlieBend mit dem Konjugat der Formel (VT) zum 
Thiohamstoflf der Fonnel (X 1 ) gekuppelt wird und 
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A- Y - 




NH-CHtSK^CCHZ^ 




vii) nach AblOsung der Schutzgruppe SG 1 aus dem Thioharnstoff der Formel (XT) 
mit dem Derivat einer proteinreaktiven Gnippe oder der aktivierten Vorstufe 
des Derivats einer proteinreaktiven Gruppe der Formel (V), 



in der U fQr eine Gruppe steht, die die Verknftpftmg von PRG mit Z' oder 
gegebenenfalls mit einer anderen Endgruppe von L ermSglicht, 

umgesetzt wird und 

viii) in einem optionalen letzten Schritt gegebenenfalls noch vorhandene Schutz- 
gruppen abgespalten werden, 

wobei die aufeinanderfolgenden Schritte iv) und v) zu einem beliebigen Zeifpunkt 
vor Schritt vi) durchgeflflbrt werden kfinnen. 

Die Reaktionen konnen bei verschiedenen Druck- und Temperaturverhfiltnissen 
durchgeflihrt werden, beispielsweise bei 0,5 bis 2 bar und vorzugsweise unter 
Normaldruck, bzw. -30 bis +100 °C und vorzugsweise -10 bis + 80 °C, in geeigneten 
Lfisungsmitteln wie Dimethylformamid (DMF), Tetrahydrofuran (THF), 
Dichlormethan, Chloroform, niederen Alkoholen, Acetonitril, Dioxan, Wasser oder 
in Gemischen der genannten LOsungsmittel durchgefQhrt werden. In der Regel sind 
Reaktion in DMF, Dichlormethan, THF, DioxanAVasser oder THF/Dichlormethan 
bei Raumtemperatur oder unter Eiskflhlung und Normaldruck bevorzugt. 



U-PRG 



(V) 



WO 03/040288 



PCT/EP02/12105 



-23- 



Somit kfinnen die beschriebenen Typen von AflSnitfitsmaikem auf verschiedenen 
Wegen sowohl linear als auch durch Kupplung bereits vorgefertigter BIScke 
hergestellt werden. Das modulare Aufbanprinzip ermoglicht eine Vielzahl von 
denkbaren Kombinationen und damit bei geeigneter Auswahl von 
isotopenmarkierten Modulen eine beliebige Festlegung von Art, Zahl und Plazierung 
der Isotopenmariderungen. In Molekillen gleicher Bauart lassen sich nur unter 
Einbezug von 13 C- und l5 N-Isotopen beliebig viele, voizugsweise bis zu 30 
Isotopenmariderungen, realisieren. Damit wild der Weg zur Simultananalyse von 
mehreren, bevorzugt bis zu 4 komplexen Proteomproben er6f6iet 
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Beispiele 

Es wurden 42 Affinit&tsmaiker der Fomiel (II), in der A der Acyl-Rest von Biotin ist, 
und ein AfBnitatsmaiker der Fonnel (IT), in der A ein mit Aminogmppen 
5 fiinktionalisierter polymerer TrSger ist, (Beispiel 42) hergestellt und sind in der 
nachstehenden Tabelle zusamm engefasst Z und Z' stehen dabei, soweit vorhanden, 
mit Ausnahme von Z in Beispiel 26 und Z' in Beispiel 43 filr den jeweiligen Glycin- 
Rest, so dass jeweils nur der Wert von k bzw. n angegeben sowie fQr (Z)k in Beispiel 
26 die Gruppe Z l und ftir (Z^n in Beispiel 43 die Gruppe Z 2 angegeben und definiert 
10 ist 



Bsp. 
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L 2 = CO-CH2-NH-CO-NH-CH2-CO; 
L 3 = (CH 2 ) 3 -NH-CO-CO-NH-(CH2)3; 
L 4 = (CH 2 ) 2 -CO; 



z 3 = 




Verwendete Abkiiizungen: 



Ausb. - Ausbeute 

Boc - tert-Butoxycarbonyl 

DIEA - Diisopropylethylamin (Htinig's base) 

DMAP — Dimethylaminopyridin 

DMF -Dimethylfoimamid 

DMSO -Dimethylsulfoxid 

EI -BlektronenstoB-Ionisation 

ESI -Elektrospray-Ionisation 

Fmoc - Fluorenyl-9-methoxycarbonyl 

HPLC - High-performance liquid chromatography 

MALDI - Matrix-unterstiltzte Laserdesorption-Ionisation 

MS - Massenspektroskopie 

MTBE - Methyl tert-butyl ether 

quant - quantitative (d. hu vollstSndige) Umsetzung 

RP - Reverse phase 

RT -Raumtemperatur 

TCEP - Triscaiboxyethylphosphin 
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TFA -TrifluoressigsSure 

THF -Tetrahydrofuran 

TLC - Thin layer chromatography 

(v/v) - Konzentrationsangabe in Volumen pro Volumen 

5 (w/v) - Konzentrationsangabe in Masse pro Volumen 



Die Angabe der Zusammensetzung von LOsungsmittel- und Elutionsmittelgemischen 
erfolgt, soweit nicht ausdrucklich anders angegeben, durch jeweils von "/" getrennte 
Angabe der Komponenten und nachgestellt der relativen Volumenteile. So bedeutet 
10 z. B. "Acetonitril/Wasser 10/1" ein Gemisch von Acetonitril und Wasser im 
VolumenverhSltnis von 10 zu 1. 

Bevorzugt verwendete Elutionsmittel (Bezugnahme durch Angabe von l) etc.): 

15 l) Acetonitril/Wasser 10/1 

2) Acetonitril/Wasser 20/1 

3) Dichlormethan/Methanol 97,5/2,5 

4) Acetonitril/Wasser/Eisessig 10/1/0,1 
55 Acetonitril/Wasser/Eisessig 5/1/0,2 

20 9 Acetonitril/Wasser/Eisessig 10/3/1,5 

71 Dichlormethan/Methanol/wassr. Anunoniak (17 %) 15/2/0,2 

8) Acetonitril/Wasser/Eisessig 10/5/3 

9) Dichlormethan/Methanol/wSssr. Ammoniak (17 %) 15/4/0,5 

25 Zur nachfolgend beschriebenen Herstellung der beispielhaften Affinit&tsmarker 
wurden zunSchst die Biotin-Derivate der Edukt-Serie 1 und die Piperazin-Derivaten 
der Edukt-Serie 2 hergestellt AnschlieBend wurden die Piperazin-Derivate in die 
Zwischenprodukte der Intermediat-Serien 1 bis 3 QberfiihrL Diese Intermediate 
wurden schlieBlich mit den Biotin-Derivaten zu den entsprechenden AffinitSts- 

30 markern umgesetzt. 
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Edukt-Serie 1: Biotin-Derivate 
E.1.1 




1 g (4,09 mmol) Biotin, 500 mg (4,09 mmol) 4-Aminobenzylamin sowie 830 mg 
(6,14 mmol) 1-Hydroxy-lH-benzotriazol, 942 mg (4,91 mmol) N-(3-Dimethyl- 
aininopropyl)-N 1 -ethylcarbodiiiru Hydrochlorid und 1587 mg Ethyl-diisopropyl- 
amin wurden in 40 ml DMF zusammengegeben. Es wurde ttber Nacht bei 
Raumtemperatur geriihrt, eingeengt und der Mckstand aufgereinigt durch Flash- 
Chromatographie an Kieselgel (Elutionsgemisch: Dichlonnethan/Methanol/wassr. 
Ammoniak (17 %) 15/3/0,3). Die entsprechenden Fraktionen wurden vereinigt und 
das Ldsungsmittel in vacuo abgedampft. Der Rtlckstand wurde mit Diethylether 
verriihrt und abgesaugt Es wurden 1097 mg (77 %) des Zwischenproduktes eihalten 
[TLC: DicMormethan/Methanol/wassn Ammoniak (17 %) 15/4/0,5: Rf = 0,58] [ESI- 
MS:m/e=349(M+H) + ]. 

600 mg (1,72 mmol) dieses Zwischenproduktes wurden in 40 ml Dioxan/Wasser 1/1 
geldst und mit 298 mg (2,58 mmol) Thiopbosgen und 890 mg Ethyl-diisopropylamin 
versetzt. Es wurde 10 min bei Raumtemperatur geriihrt und eingeengt Das 
Zielpiodukt E.1.1 wurde aus DicMonnethan/Methanol mit Diethylether ausgefSUt. 



Ausbeute: 616 mg (92 %) [TLC: Rf = 0,56 ^ [ESI-MS: m/e = 391 (M+H) 4 ]. 
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E.1.2 




Mono-Fmoc-geschtitztes p-Phenylen-diamin wurde nach Standard-Methoden, wie sie 
z. B. in Houben-Weyl; Methoden der Organischen Chemie; Vierte Auflage; Band 
XV Teil 1 und 2; Georg Thieme Verlag Stuttgart 1974, oder in Hans-Dieter Jakubke 
and Hans Jeschkeit: AminosEureii, Peptide, Proteine; Verlag Chemie, Weinheim 
1982 beschrieben sind, heigestellt. 

200 mg (0,82 mmol) Biotin wurden in 10 ml Dichlonnethan aufgenommen und mit 
974 mg (8,2 rnmol) Thionylchlorid versetzt. Nach 1 h Riihren wurde eingeengt und 
zweimal mit Dichlonnethan nachdestilliert. 

Das entstandene Saurechlorid (0,81 mmol) wurde in 30 ml- Dichloimethan 
aufgenommen und mit 387 mg (4,9 mmol) Pyridin sowie mit 242 mg (0,55 mmol) 
von Mono-Fmoc-geschtitztem p-Phenylen-diamin versetzt. Es wuide 2 Tage bei RT 
gerflhrt und das ausgefallene Produkt abfiltriCTt Erhalten wurden 300 mg (99 %) des 
Intermediats, das ohne weitere Aufreinigung in den nSchsten Reaktionsschritt 
eingesetzt wurde [TLC: R f = 0,5 

Das Rohprodukt wurde in 5 ml DMF aufgenommen und mit 500 \il Piperidin 
versetzt. Nach 15 min Riihren bei Raumtemperatur wurde eingeengt und der 
Riickstand durch Flash-Chromatographie an Kieselgel gereinigt (Elutionsgemisch 7) ). 
Die entsprechenden Fraktionen wurden vereinigt, das Lflsungsmittel entfemt und dear 
Riickstand in vacuo getrocknet Erhalten wurden 69 mg (39 %) des entschtitzten 
Intermediats. 
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65 mg (0,19 mmol) dieses Zwischenproduktes wurden in 10 ml Dioxan/Wasser 1/1 
gel6st und mit 33 mg (0,29 mmol) Thiophosgen und 100 mg Ethyl-dnsopropylamin 
versetzt Es wurde 10 min bei Raumtemperatur geriihrt und eingeengt Das 
Zielprodukt E.l .2 wurde aus Dichlonnethan/Methanol mit Diethylether ausgeffillt 
Ausbeute: 65 mg (89 %) [TLC: R f = 0,43 iy ] [ESI-MS: m/e = 377 (M+H)*]. 

E.13 




500 mg (3,65 mmol) 4~Amino-benzoes&ure wurden in 20 ml DMF aufgenommen 
und mit 872 mg (2,73 mmol) vom Hydrochlorid des Mono-Fmoc-geschtitzten 
Ethylendiamins sowie mit 739 mg (5,47 mmol) 1-Hydroxy-lH-benzotriazol und mit 
839 mg (4,38 mmol) N-(3-Dimethylaminopropyl>>P-ethylcaibodiimid Hydrochlorid 
versetzt Es wurde 2 h bei Raumtemperatur gerQhrt, eingeengt und der Rtickstand in 
200 ml Dichloimethan aufgenommen. Es wurde dreimal mit 200 ml 
Natriumhydrogencarbonatl5sung ausgeschtlttelt Die organische Phase wurde einge- 
engt und der Rtickstand durch Flash-Chromatographie an Kieselgel gereinigt 
(Elutionsmittel: Acetomtril). Die entsprechenden Fraktionen wurden vereinigt und 
das Losungsmittel in vacuo abgedampft und der Rtickstand getrocknet Erhalten 
wurden 639 mg (59 %) des Zwischenproduktes [TLC: R* - 0,68 2) ] 

400 mg (1 mmol) des Intermedials wurden in 10 ml DMF aufgenommen und mit 
500 nl Piperidin versetzt. Nach 15 min Rflhren bei Raumtemperatur wurde eingeengt 
und der Rtickstand durch Flash-Chromatographie an Kieselgel gereinigt 
(Elutionsgemisch: Dic^ormethan/MeflianolAvassr. Ammoniak (17 %) 15/4/0,5). Die 
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entsprechenden Fraktionen wurden vereinigt, das LOsungsmittel eaatfernt und der 
RQckstand in vacuo getrocknet. Erhalten wurden 147 mg (82 %) des entschfltzten 
Intermediats [TLC: Rf= 0,18 5) ]. 

191 mg (0,78 mmol) Biotin wurden in 10 ml DMF aufgenomrnen und mit 158 mg 
(1,17 mmol) 1-Hydroxy-lH-benzotriazol und 180 mg (0,94 mmol) N-(3-Dimethyl- 
anainopropyl>N , ^%lcaibodiimid Hydrochlorid versetzt. Bs wurde 10 min bei RT 
gerflhrt und dann 303 mg Ethyl-diisopropylamin sowie 140 mg (0,78 mmol) des 
entscMtzten Intermediats zugesetzt. Dann wurde nochmals 6 h bei RT gerflhrt, 
eingeengt und das Rohprodukt aus Dichlormethan mit Diethylether ausgefSllt Der 
Rflckstand wurde abgetrennt und duich Flash-Chromatographie an Kieselgel 
gereinigt (Blutionsgemisch: Dichlonnethan/Methanol/wassr. Ammoniak (17%) 
15/3/0,3). Die entsprechenden Fraktionen wurden vereinigt und das Losungsmittel in 
vacuo abgedampft und der Rflckstand getrocknet. Es wurden 222 mg (70 %) des 
Zwischenproduktes erhalten [TLC: Dichlormethan/Methanol/wSssr. Ammo niak 
(17%) 15/4/0,5: R f = 0,47]. 

200 mg (0,54 mmol) dieses Zwischenproduktes wurden in 15 ml Dioxan/Wasser 1/1 
gelSst und mit 94 mg (0,81 mmol) Thiophosgen und 210 mg Ethyl-diisopropylamin 
versetzt. Es wurde 15 min bei Raumtemperatur gerflhrt und eingeengt Das 
Zielprodukt wurde aus Dichlonneman/Methanol mit Diethylether ausgeQllt 

Ausbeute: 230 mg (95 %) [TLC: R f = 0,44 ^ 
[ESI-MS: m/e = 448 (M+H)*]. 
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Edukt-Serie 2: Piperazin-Derivate 
E.2J 




3,85 g (13 mmol) Fmoc-Glycin, sowie 2,19 g (16,2 mmol) 1-Hydroxy-lH- 
benzotriazol und 2,48 g (13 mmol) N-(3-Dimetiiylaminopropyl>N'^thylcarbodiim 
Hydiochlorid wurden in 80 ml DMF zusammengegeben und 30 min bei RT geriihrt, 
- 10 Anschliefiend wurden 2,01 g (10,8 mmol) Boc-Piperazin gelSst in 40 ml DMF 
zugetropft und weiterhin 2,8 g Ethyl-diisopropylamin hinzugefUgt Es wurde liber 2h 
bei RT gerUhrt und eingeengt. Man nahm den Riickstand in Dichlonnethan auf und 
schtlttelte zweimal mit Wasser. Die organische Phase wurde abgetrennt, eingeengt 
und der Riickstand durch Flash-Chxomatographie an Kieselgel gereinigt 
15 (Elutionsmittel: Acetonitril). Die entsprechenden Fraktionen wurden vereinigt, das 
L5sungsmittel in vacuo abgedampft und der Riickstand getrocknet. Erhalten wurden 
3,91 g (78 %) des Zwischenpioduktes [TLC: R f = 0,58 2y ]. 

3,9 g (8,4 mmol) dieses Intermediate wurden in 50 ml Dichlonnethan aufgenommen 
20 und mit 25 ml TFA versetzt Nach 30 min Rtihren bei Raumtemperatur wurde 
eingeengt und der Riickstand aus Dichlonnethan mit Diethylether gef&Ut, abfiltriert 
und getrocknet. Erhalten wurden 4,8 g (93 %) des Zielproduktes E.2.1 [TLC: Rf = 
0,31 \ 
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£•2*2 




0,53 g (3 mmol) Boc-Glycin sowie 0,51 g (3,75 mmol) 1 -Hydroxy- lH-benzotriazol 
und 0,58 g (3 mmol) N-(3-Dime%lanimopiopyl)-N f -e%lcaAodiiinid Hydrochlorid 
wurden in 40 ml DMF zusammengegeben und 30 min bei RT gerflhrt AnschlieBend 
wurden 1 g Ethyl-diisopropylamin und dann langsam 1,2 g (2,5 mmol) des Produktes 
E.2.1 hinzugefiigt Es wurde ilber Nacht bei RT gerflhrt und eingeengt. Der 
Rtickstand wurde in Dichlormethan aufgenommen und zweimal mit Natrium- 
hydrogencaibonatlSsung ausgeschtittelt Die organische Phase wurde abgetrennt, 
eingeengt und der Rtickstand durch Flash-Chromatographie an Kieselgel gereinigt 
(Elutionsmittel: Acetonitril/W asser 30/1). Die entsprechenden Fraktionen wurden 
vereinigt, das LSsungsmittel in vacuo abgedampft und der Rtickstand getrocknet. 
Erhalten wurden 760 mg (58 %) des Zwischenproduktes [TLC: R f = 0,6 2y ]. 

760 mg (1,45 mmol) dieses Intermediats wurden in 10 ml Dichlormethan 
aufgenommen und mit 5 ml TFA versetzt. Nach 30 min Rilhren bei Raumtemperatur 
wurde eingeengt und der Rtickstand aus Dichlormethan mit Diethylether gefillt, 
abfiltriert und getrocknet Erhalten wurden 780 mg des Zielproduktes E.2.2 
(quantitative Umsetzung) [TLC: Rf= 0,4 5> J. 
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E.23 




3,85 g (13 mmol) Fmoc-Glycin, sowie 2,19 g (16,2 mmol) l-Hydroxy-lH-bemso- 
triazol und 2,48 g (13 mmol) N^3-Dme%lammop 

Hydrochlorid wurden in 80 ml DMF zusammengegeben und 30 min bei RT gerOhrt 
AnschlieBend wurden 2,01 g (10,8 mmol) Boc-Hperazin gel6st in 40 ml DMF 
zugetropft und weiterhin 2,8 g Ethyl-diisopropylamin hinzugefligt Es wurde fiber 2 h 
bei RT geriihrt und eingeengt Der Rttckstand wurde in Dichlonnethan aufgenommen 
und zweimal mit Wasser ausgeschiittelt Die organische Phase wurde abgetrennt, 
eingeengt und der Rtlckstand durch Flash-Chromatographie an Kieselgel gereinigt 
(Elutionsmittel: Acetonitril). Die entsprechenden Fraktionen wurden vereinigt, das 
Losungsmittel in vacuo abgedampft und der Rtlckstand getrocknet. Erhalten wurden 
3,91 g (78 %) des Zwischenproduktes [TLC: R* - 0,58 2> J. 

730 mg (1,57 mmol) dieses Intermedials wurden in 5 ml DMF gelost und mit 500 nl 
Piperidin versetzt Nach 15 min Riihren bei RT wurde eingeengt und durch Flash- 
Chromatographie an Kieselgel gereinigt (Elutionsmittel 7) ). Die entsprechenden 
Fraktionen wurden vereinigt, das Lfisungsmittel in vacuo abgedampft. Der 
Rtlckstand wurde mit Diethylether/Petrolether 1/1 verriihrt, anschliefieud abfiltriert 
und der Rtickstand getrocknet Erhalten wurden 222 mg (58 %) des Zielproduktes 
E.23 [TLC: R f = 0,18 ^ 
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E.2.4: Piperazin-^ 

13q 

*Hjf X fjlH 

13 C / 

Die Aminogruppe von Glycin- 13 C2 wurde nach Standardbedingungen mit der 
t-Butoxycarbonyl(Boc)-Schutzgruppe geschiitzt 

AnschlieBend wurden 1,175 g (3,83 mmol) Boc-Glycin- 13 C2 in Dioxan/Wasser 1/1 
geiast und mit 2,5 g (7,67 mmol) CSsiumcarbonat versetzt Es wurde lyophilisiert, 
das Produkt in DMF aufgenommen und dam mit 2,72 g (19,17 mmol) Iodmethan 
versetzt. Nach 2 h Rfihren bei RT wurde eingeengt und der Rtickstand zwischen 
Dichlormethan und Wasser verteilt Die organische Phase wurde nochmals mit 
Wasser gewaschen, dann flber Natriumsulfat getrocknet und eingeengt Erhalten 
wurden 530 mg (72 %) des Methylestere. 

525 mg (2,75 mmol) des Boc-gescMtzten Methylesters wurden dann an der 
Aminogruppe mit TrifluoressigsSure entschfltzt (Ausbeute: 506 mg; 90 %). 

Das erhaltene Produkt (500 mg) wurde nach Standardbedingungen mit Boc-Glycin- 
13 C 2 zum beidseitig geschiitzten, vier 13 C-Atome enthaltenden Dipeptid-Konjugat 
umgesetzt (Ausbeute: 452 mg; 74 %). 

Von diesem Zwischenprodukt wurde erneut mit TFA die Boc-Gruppe abgelSst 
(quantitative Umsetzung). 

475 mg (1,8 mmol) dieses N-terminal deblockierten, 13 C-markierten Dipeptidmethyl- 
ester-Trifluoracetats wurden in 15 ml Methanol gelfist und mit 697 mg (5,4 mmol) 
Ethyl-diisopropylamin versetzt Es wurde 3 Tage bei RT gerflhrt, wobei sich das 
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Diketopiperazin bildete und ausfieL Es wurde abfiltriert, mit Methanol gewaschen 
und im Hochvakuum getrocknet (Ausbeute: 138 mg; 65 %). 

130 mg (1,1 mmol) des l3 C-maikierten Diketopiperazins wurden unter Argon in 
40 ml THF aufgenommen und mit 284 mg (3,3 mmol) THF-Boran-Komplex 
versetzt Es wurde 12 h unter RuckfluB geruhrt und ement 284 mg (3,3 mmol) THF- 
Boran-Komplex zugesetzt Nach weiteren 16 h Rflckflufl wurde abkQhlen gelassen 
und mit 6 ml 10 %iger Salzsaure gequencht Es wurde noch 30 min gekocht, dann 
abkOhlen gelassen, eingeengt und der Rttckstand mit DicMonnethan/Methanol 
nachdestilliert Der Ruckstand wurde dann mit DicMormethan/Methanol 4:1 
gewaschen und abfiltriert Erhalten wurden 145 mg (81 %) des vierfech 13 C- 
maikierten Piperazins E.2.4 [TLC: Acetonitril/Wasser/Eisessig 10/3/1,5: R f = 0^3] 
[EI-MS: m/z = 90 (M) + Radikal-Ion]. 

E^.5: Piperazm- 15 N 2 - 13 C4 



13- 

Y 16 NH 
H 15 N. 13 



Dieser Baustein wurde analog zu E.2.4 hergestellt ausgehend von Glycin- 13 C 2 - 15 N. 

Aus diesen 13 C-markierten bzw. den 13 C- und 15 N-mariderten Ihtermediaten E.2.4 
und E.2.5 wurden alle Zwischen- und Endprodukte der nachfolgenden Intermediat- 
Serien und Beispiele in gleicher Weise wie fur die nicht-markierten 12 C- und 14 N- 
Analoga beschrieben hergestellt 
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£•2.6 




o 



x CF3COOH 



5 7,459 g (24,36 mmol) Benzyloxycarbonyl-glycin-N-hydroxysucciniim wurden 
in 70 ml DMF mit 3 g (34,83 mmol) Piperazin und Ethyldiisopiopylamin 
zusammengegeben und 2h bei RT geriihrt. AnschlieBend wurde eingeengt und der 
Rtlckstand dureh Flash-Chromatographie an Kieselgel gereinigt (Blutionsmittel: 
Dichlonnethan/Methanol/wSssr. Ammoniak (17%) 15/2/0,2). Die entsprechenden 
10 Fraktionen wurden vereinigt, das LSsungsmittel in vacuo abgedampft und der 
Riickstand getrocknet Erhalten wurden 4,04 g (60 %) der Zielverbindung [TLC: Rf = 



In die Verbindung E.2.5 wurde nach Standardbedingungen mit 0,5 Aquivalenten 



Boc-Anhydrid die Boc-Schutzgruppe eingefBhit Ausbeute: 65 % [TLC: Rf= 0,22 s *]. 

20 



0,26 % 



15 
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E.2.8 




In die Verbindung E.2.7 wurde zunachst nach Standardbedingungen mit Fmoc-Cl die 
Fmoc-Schutzgruppe eingefilhrt und anschlieflend mit Trifluoressigs&ure die Boc- 
Schutzgruppe abgelOst [TLC: R f = 0,32 % 

E.2.9 




Das zwei 15 N und drei 13 C-Labels tragende, geschfltzte Dipeptid wurde nach 
Standardbedingungen iiber 5 Stufen hergestellt: ZunSchst wuide in [Bis- 13 C, 15 N]- 
Glycin mit Benzyloxycarbonyl-chlorid in Dioxan/IN Natronlauge die Z-Schutz- 
gruppe eingeftihrt (Ausbeute: 47 %). Dieses Aminosaurederivat wurde mit [Bis- l3 C]- 
Glycin-methylester (Zwischenprodukt bei der Herstellung von E.2A ) gekuppelt 
(Ausbeute: 77 %) und im letzten Schritt mit 2N Lithiumhydroxid in Methanol der 
Methylester gespalten (Ausbeute: 75 %). [TLC: = 0,25 4) ] [ESI-MS: m/e = 272 
(M+H) 4 ]. 
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E.2.10 




5 Herstellung analog zu E.2.6 oder aus Fmoc-Pip. 
[TLC:R f =0,35 5) ]. 

Intermediat-Serie 1: VoIIgeschfitzte Aminosgnre-flankierte Piperazm-Derivate 
10 Allgemeine Foimel: 




Allgemeine Vorschrift: 

15 

3 mmol eines Boc-geschdtzten AminosSure-Derivats sowie 0,51 g (3,75 mmol) 1- 
Hydroxy-lH-benzotriazol und 0,58 g (3 mmol) N-CS-Dimethylaminopiopyty-N 1 - 
ethylcarbodiimid Hydrochlorid wurden in 40 ml DMF zusammengegeben und 
30 min bei RT gerflhrt AnschlieBend wurden 1 g Ethyl^Iiisopropylamin hinzugefilgt 
20 und dann 2,5 mmol der Produkte E.2.1 oder E.2.2 in 40 ml DMF geiast, zugetropft. 
Es wurde tiber Nacht bei RT gerflhrt und eingeengt Man nafom den Rflckstand in 
Dichlormethan auf und schftttelte zweimal mit Natriumhydrogencarbonatldsung aus. 
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Die organische Phase wurde abgetrennt, eingeengt und der ROckstand entweder 
durch FSUung aus Dichlormethan mit Diethylether oder duich Flash- 
Chromatographie an Kieselgel gereinigt (Elutionsmittel: Acetonitril/Wasser 30/1). 
Die entsprechenden Fraktionen wurden vereinigt, das Losungsmittel in vacuo 
5 abgedampft und der ROckstand getrocknet Erhalten wurden die vollgescMtzten 
Intermediate. 

LL1 (R = H (Rest von Glycin)) 

10 Edukte: Boc-Glycin; B.2.1 

Ausbeute: 58 % Rf = 0,45 0 

1.1,2 (R = Rest von D-Valin) 

15 Edukte: Boc-D-Valin; E.2.1 

Reinigung: Flash-Chromatographie; Eluent: Dichlonnethan/Methanol 98/2 
Ausbeute: 76 % Rf - 0,3 3) 

Intermediat-Serie 2: VoHgeschatrte Peptid-flankierte Piperazin-Derivate 

20 

Allgemeine Formel: 
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Die Produkte der Intermediat-Serie 2 wurden nach der gleichen allgemeinen 
Vorschrift wie zuvor fiir die Intermediat-Serie 1 beschrieben hergestellt 

L2.1 (R - H (Rest von Glycin (Gly))) 

Edukte: Boc-Glycin; E.2.2 
Ausbeute: 86 % R f - 0,55 1} 

L2.2 (R = Rest von Seitenketten-Boc-geschutztem Histidin (His)) 

Edukte: Bis-Boc-Histidin-N-hydroxysucciiiiinidester, B.2.2 
Besonderheiten: Anstelle der EDCIZHOBT Aktivierung wurde hier sofort der 

Hydroxy-succinimidester eingesetzt Reinigung durch FfiUxing. 
Ausbeute: 85 % Rf = 0,47 l) 

L23 (R = Rest von Seitenketten-tert-butylester-geschfitzter AsparaginsSure 
(Asp)) 

Edukte: BooAsparaginsfiure-y-tert-butylester; E.2.2 
Besonderheiten: Reinigung durch Failung. 
Ausbeute: 68 % Rf = 0,66 l) 

12 A (R = Rest von Valin (Val)) 

Edukte: Boc-Valin; E.2.2 
Besonderheiten: Reinigung durch Failung. 
Ausbeute: 79 % Rf = 0,64 4) 

I-2.S (R = Rest von Asparagin (Asn)) 



Edukte: Boc-Asparagin; . E.2.2 
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Besonderheiten: Reinigung durch Flashchromatographie mit Elutionsnuttel 2) 
Ausbeute: 66% Rf=0,47 l) 

L2.6 (R = Rest von Prolin (Pro)) 

Edukte: Boc-Piolin-N-hydroxysuccininudesten E.2.2 

Besonderheiten: Das aktivierte Aminosaurederivat wurde anstelle von EDCI/HOBT 

eingesetzt Reinigung durch Flashchromatographie mit 

Acetonitril/W asser 15/1. 
Ausbeute: 98% R f =0,55 5) 

L2.7 (R = Rest von D-Valin (D-Val)) 

Edukte: Boc-D-Valin; E.2.2 

Besonderheiten: Reinigung durch Flashchromatographie mit AcetonitrilAVasser 30/1 
Ausbeute: 80% Rf=0,64 l) 

1.2.8 (R = Rest von C-Alanin) 
Edukte: Boc-B-Alanin; E.2.1 

Besonderheiten: Zunachst wurde E.2.1 mit Boc-fi-Alanin umgesetzt, dann die Boc- 

Gruppe abgelSst, und schliefllich Boc-Glycin angekntlpft. 
Ausbeute: 15 % tlber3 Stufen R f =0,45 7) 

1.2.9 (R = Rest von tert-Butylester-geschiitzter Glutamins&ure) 



Edukte: Boc-Glutaminsaure-y-tert-bvttylester, E.2.2 
Ausbeute: 98 % Rf = 0,75 l) 



WO 03/040288 



PCT/EP02/12105 



-43- 

Intermediat-Serie 3; OUgo-Piperazin-Derivate 
13.1 




1438 mg (7,72 mmol) Boc-Piperazin wurden in 100 ml Dichloimethan gelSst und 
dann mit 500 mg (3,86 mmol) Oxalylchlorid und mit 625 ^1 Pyridin versetzt. Nach 
lh Riihren bei RT wurde eingeengt und der Rttckstand zweimal mit Wasser verrflhrt. 
10 Der verbleibende Feststoff war ausreichend rein und wurde im Hochvakuum 
getrocknet Erhalten wurden 1230 mg (75 %). 

Nach Standardbedingungen wurden aus 1230 mg dieses Intennediats beide Boc- 
Schutzgruppen abgel6st(Ausbeute: 1330 mg; quantitative Umsetzung). 

15 

305 mg (1,31 mmol) Boc-Glycyc-glycin, sowie 242 mg (1,79 mmol) 1-Hydroxy-lH- 
benzotriazol und 275 mg (1,43 mmol) N-(3-Dimethylaminopropyl)-N 1 -ethyl- 
carbodiimid Hydrochlorid wurden in 25 ml DMF zusammengegeben und 30 min bei 
RT geriihrt AnschlieBend wurden 543 mg (1,2 mmol) des beidseitig entschtitzten 

20 Intennediats gelSst in 5 ml DMF zugetropft und weiterhin 625 \il Ethyl- 
diisopropylamin hinzugefUgt. Es wurde 1 h bei RT geriihrt und dann eingeengt Der 
Rttckstand wurde durch Flash-Chromatographie an Kieselgel gereinigt 
(Elutionsmittel 5) ). Die entsprechenden Fraktionen wurden vereinigt, das Losungs- 
mittel in vacuo abgedampft und der Rttckstand aus Dichloimethan mit Diethylether 

25 gefiUt Der Niederschlag wurde abfiltriert und im Hochvakuum getrocknet Erhalten 
wurden 276 mg (53 %) des Zwischenproduktes [TLC: Rf = 0,32 
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182 mg (0,61 mmol) Fmoc-Glycin, sowie 124 mg (0,92 mmol) 1-Hydn>xy-1H- 
benzotriazol und 141 mg (0,74 mmol) N-(3-Dimethylanmopro^ 
diimid Hydrochlorid wurden in 20 ml DMF zusammengegeben und 30 min bei RT 
gerflhrt AnschlieBend wurden 2270 mg (0,61 mmol) des oben beschriebenen 
Zwischenproduktes und weiterhin 320 fil Ethyl-diisopropylamin hinzugeffigt Es 
wurde fiber 2h bei RT gerfihrt und eingeengt. Der Rtickstand wurde in Dichlor- 
methan aufgenommen und zweimal mit Wasser geschfittelt. Die organische Phase 
wurde abgetrennt, fiber Natriumsulfat getrocknet und eingeengt Der RQckstand 
wurde dann aus Dichlormethan/Methanol 1/1 mit Diethylether gefallt Der 
Niederschlag wurde abfiltriert und im Hochvakuum getrocknet. Eihalten wurden 195 
mg (44 %) des Zwischenproduktes 1.3. 1 [TLC: Rf = 0,52 % 



30 mg (0,123 mmol) des Edukts E.2.3 wurden in Dichlonnethan gelSst und dann mit 
25 mg (0,123 mmol) CMorameisens§nre-4-nitrophenylester versetzt Nach 30 min 
RQhren bei RT gab man 172 |il Diisopropylethylamin zu und nach weiteren 30 min 
59 mg (0,123 mmol) des Eduktes E2.1. Man liefi fiber Nacht bei RT stehen und 
engte danach ein. Der RQckstand wurde in 20 ml Dichlonnethan aufgenommen und 
mit Wasser ausgeschfittelt Die organische Phase wurde eingeengt und der RQckstand 
durch Rash^^omatographie an Kieselgel gereinigt (Elutionsmittel 2) ). Die 
entsprechenden Fraktionen wurden vereinigt, das LSsungsmittel in vacuo 



132 



0 
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abgedampft und der Rttckstand in Dioxan/Wasser 1/1 aufgenommen und 
lyophilisiert Erhalten wuiden 55 mg (70 %) des Zwischenpioduktes L3.2 [TLC: Rf= 
0,52 l) ] [ESI-MS: m/e - 635 (M+H) 4 ]. 

133 

'00 o 

368 mg (0,63 mmol) des Intermediate L2.1 wurden in 5 ml DMF aufgenommen und 
mit 500^1 Piperidin versetzt. Nach 15 min Rtihren bei Raumtemperatur wurde 
eingeengt und der Rtlckstand durch Flash-Chromatographie an Kieselgel gereinigt 
(Elutionsmittel: DicMormethan/Methanol/wassr. Ammoniak (17 %) 15/3/0,3). Die 
entsprechenden Fraktionen wurden vereinigt, das LSsungsmittel in vacuo 
abgedampft und der Rtlckstand getrocknet Erhalten wurden 204 mg (90 %) des Ziel- 
produktes Boc-Gly-Gly-Pip-Gly [TLC: DicWoimethanMethanol/wSssr. Ammoniak 
(17%) 15/4/0,5: R*= 0,28]. 

70 mg (0,196 mmol) dieses Intermediats wurden in 18 ml Dichlormethan gel6st und 
dann mit 59 mg (0,294 mmol) Chlorameisensaure-4-nitrophenylester versetzt. Nach 
10 min ROhren bei RT wurden 273 jil Diisopropylethylamin und nach weiteren 2 h 
105 mg (0,196 mmol) der Verbindung E.2.2 zugegeben. Es wurde tlberNacht bei RT 
gerflhrt. Dabei fiel ein Feststoff aus, der abfiltriert wurde. Erhalten wurden 15 mg 
(10%) des Zwischenproduktes 1.3.3 [TLC: Rf = 0,18 4) ] [ESI-MS: m/e = 806 
(M+H)*]. 
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Aus der Verbindung 1.32 wurde zunfichst nach bekannter Weise die Boc- 
Schutzgrupee abgelSst AnschlieBend wurde Boc-Gly-Gly-OH in Gegenwart von 
EDCKHOBT angeknupft Erhalten wurden das Zielprodukt L3.4 in einer Ausbeute 
von 46 % tiber 2 Stufen.[TLC: R f = 0,62 *>] 



13.5 



47 mg (0,193 mmol) des Edukts E.2.3 wurden in Dichlormethan gelfist und dann mit 
39 mg (0,193 mmol) CMorameisensauxe-4-nitrophenylester versetzt Nach 10 min 
Rfihren bei RT wurden 269 |xl Diisopropylethylamin zugegeben und weitere 20 min 
bei RT geriihrt. 




Parallel dazu wurde aus der Verbindung L3.2 in bekannter Weise die Boc- 
Schutzgruppe abgelOst. 125 mg (0,193 mmol) des entschtttzten Produktes wurden 
dann zu obigem Ansatz hinzugef&gt Es wurde 4 h bei RT gerOhrt und anschlieBend 
mit 10 ml Wasser extrahiert Die organische Phase wurde eingeengt und der 
Rtlckstand aus Dichlonnethan/Methanol 1/1 mit Diethylether geffllt Der 
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Niederschlag wurde abgesaugt und getrocknet Erhalten warden 124 mg (80 %) des 
Zwischenproduktes [TLC: Rf=0,2 4) ], 

Aus diesem Intermediat wurde emeut in bekannter Weise die Boc-Schutzgruppe 
abgelSst. AnschlieBend wurde Boc-Gly-Gly-OH in Gegenwart von EDCI/HOBT 
angekntipft. Erhalten wurden das Zielprodukt in einer Ausbeute von 35 % fiber 2 
Stufen [TLC: Acetonitril/Wasser/Eisessig 5/1/0,2: Rf = 0,42] [E3I-MS: m/e = 918 
(M+H) 4 ]. 

L3.6 




Ausgehend von 1.3.2 wurden folgende Umsetzungen nach Standardbedingungen 
durchgeftihrt: Boc-Abspaltung mit Trifluoressigsaure in Dichlonnethan (Ausbeute: 
87 %), Umsetzung mit Boc-Glydn-N-carbonsaureanhydrid (Ausbeute: 99 %). [TLC: 
Rf-0,6 l) ]. 
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o 



1455 mg (1 1,46 mmol) Oxalylchlorid wurden in 2 ml Dichlonnethan gel6st und dann 
mit 100 mg (0,24 mmol) Fmoc-Piperidin in 10 ml Dichlonnethan versetzt Nach lh 
wurde das Losungsmittel in vacuo abdestilliert und der Rtlckstand mit 
Dichlonnethan nachdestillieri 

Der Rtlckstand wurde dann emeut in 10 ml Dichlonnethan aufgenommen und zu 
einer LSsung aus 44 mg (0,24 mmol) Boc-Piperidin und 187 mg Pyridin in 10 ml 
Dichlonnethan gegeben. Nach 1 h Rflhren bei RT wurde das LSsungsmittel in vacuo 
abgetrennt und der Rtlckstand durch Flash-Cbromatographie an Kieselgel (Eluent: 
Dichlormethan/Methanol 97,5/2,5) gereinigt. Die entsprechenden Fraktionen wurden 
vereinigt und das Lflsungsmittel in vacuo abdestilliert. Man eihielt 74 mg (57 %) des 
voll geschiltzten Zwischenproduktes [TLC: Acetonitril/Wasser 20/1: R f = 0,6]. 

Aus 72 mg (0,13 mmol) dieses Zwischenproduktes wurde mit Piperidin in DMF die 
Fmoo-Schutzgruppe abgelSst. Nach Standardbedingungen mit EDCI/HOBT wurde 
das entschtltzte Produkt in Gegenwart von Ethyldiisopropylamin mit 
Benzyloxycarbonyl-glycyl-glycin zum Zielprodukt gekqjpelt Ausbeute: 82% 
[TLC:Rf=0,5 4) ]. 
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L3.8 




713 mg (2,93 mmol) N-S-Aminopropyl-N'-tert-butoxycarbonyl-piperazin und 2,3 g 
5 Ethyl-diisopropylamin wurden in 100 ml Dichlormethan vorgelegt und dsrrrn 
tropfenweise mit 225 mg (1,78 mmol) Oxalylchlorid versetzt Nach 1 h Rfihren bei 
RT verdunnte man mit weiteren 100 ml Oxalylchlorid und schuttelte dreimal mit 
5 %iger Natriumhydrogencaibonaflfisung aus. Die organische Phase wuide tlber 
Natriumsulfat getrocknet und eingeengt Der Riickstand wurde mit Diethylether 
10 digeriert und das Produkt abfiltriert Die Mutterlauge wurde nochmals mit 
Petrolether gefallt Man edrielt 515 mg (54 %) des voll geschutzten Intermedials 
[TLC:R f =0,3 6) ]. 

Aus diesem wurde mit TrifluoressigsSure die Boc-Schutzgrupe abgelfist (quantitative 
15 Umsetzung). Nach Standardbedingungen mit EDCI/HOBT wurde anschlieBend das 
entschiitzte Produkt in Gegenwart von Ethyldiisopropylamin mit Boc-glycin zum 
Zielprodukt gekuppelt Ausbeute: 42 % [TLC: R f = 0,61 9) ] [ESI-MS: m/e = 655 
(M+H) 4 ]. 



20 1.3.9 



Y 
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793 mg (1,38 mmol) der Verbindung aus Beispiel L3.7 wurden in 40 ml Methanol 
und 15 ml THF gei6st und iiber Palladium/Aktivkohle (10 % Pd) hydriert. Nach 1 h 
wurde der Katalysator abgetrennt und das Lflsungsmittel abgedampft. Der Riickstand 
wurde in Dioxan/Wasser aufgenommen und lyophilisiert Man erhielt 512 mg (84 %) 
der Zielverbindung [TLC: R f = 0,17 5) ]. 



13.10 




49,9 mg (0,272 mmol) co-Maleimidobuttersaure sowie 46 mg (0,34 mmol) 
1-Hydroxy-lH-benzotriazol und 52 mg (0,272 mmol) N-(3-Dimethylaminopropyl>- 
N'-ethylcarbodiimid Hydrochlorid wurden in 20 ml DMF zusammengegeben und 
90 min bei RT gerQhrt AnschlieBend wurden 100 mg (0,227 mmol) der Verbindung 
aus Beispiel 1.3.9 und weiteihin 120 |xl Ethyl-diisopropylamin hinzugeftlgt. Es wurde 
iiber 6 h bei RT gerQhrt und eingeengt. Der Riickstand wurde in Dichlormethan 
aufgenommen und dreimal mit Wasser geschtlttelt Die organische Phase wurde 
abgetrennt, liber Natrium sulfat getrocknet und eingeengt. Der Rttckstand wurde Hatwi 
aus Dichlonnethan mit Diethylether gefSUt. Der Niederschlag wurde abfiltriert und 
im Hochvakuum getrocknet Erhalten wurden 78 mg (Ausbeute: 57%) des 
Zwischenproduktes. 

Aus diesem wurde mit Trifluoressigsaure die Boc-Schutzgruppe abgelSst, um die 
Zielverbindung zu erhalten (quantitative Umsetzung) [TLC: Rf = 0^8 6) ]. 
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13.11 




Die Herstellung erfolgte in Analogie zu Beispiel L3.10 ausgehend von 13.9. 
5 Ausbeute: 72 % [TLC: R f » 0,38 *>]. 

L3.12 




500 mg (1,94 nnnol) N-2-CarboxyethyI-N'-tert.butoxycarbonyl-piperazin wurden 
mit 537 mg (1,94 mmol) Benzyloxycaibonyl-glycyl-piperazm (Verbindung E.2.6) 
nach Standardbedingungen mit EDCI/HOBT gekuppelt. Man erhielt 630 mg 
(Ausbeute: 63 %) des voll geschtltzten Intermedials [TLC: Rf = 0,4 \ 

15 

400 mg des Intermedials wurden in 40 ml Methanol und flber Palladium/Aktivkohle 
(10% Pd) hydriert Nach 3 h wurde der Katalysator abgetrennt und das 
LSsungsmittel abgedampft und der Rflckstand getrocknet Man erhielt 401 mg 
(Ausbeute: 95 %) [TLC: Rf = 0,2 *>]. 

20 

Dieses Intennediat wurde wie in Beispiel 1.3.10 beschrieben mit 
o-Maleimidobuttersaure mit Hilfe von EDCI/HOBT gekuppelt AnschlieBend wurde 
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mit Trifhioressigs&ire die Boc-Gruppe abgelost Man eihielt die Zielverbindung in 
einer Ausbeute von 46 % iiber 2 Stufen [TLC: Rf - 0,21 % 



L3.13 



5 




Die Herstellung erfolgte in Analogie zu Beispiel 1.3.7 mit den Bausteinen: 
Fmoc-Piperidin 
Oxalylchlorid 
10 Boc-Piperidin 

Verbindung aus Beispiel E.2.9. 

Ausbeute: 52 % uber 4 Stufen 
[TLC:Rf=0,4 7) ] 
15 [ESI-MS: m/e = 580 (M+H) 4 ]. 

13.14 




20 
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Die Herstellung erfolgte in Analogie zu Beispiel L3.7 mit den Bausteinen: 

Fmoc-Piperidin 
Oxalylchlorid 

Verbindung aus Beispiel E.2.7 
Verbindung aus Beispiel E.2.9. 

Ausbeute: 38 % fiber 4 Stufen 

[TLGRf-O^ 7 ^ 

[ESI-MS: m/e = 586 (M+H) 4 ]. 



13.15 




Die Herstellung erfolgte in Analogie zu Beispiel L3.7 mit den Bausteinen: 



Verbindung aus Beispiel E.2.8 
Oxalylchlorid 



Verbindung aus Beispiel E.2.7 
Verbindung aus Beispiel E.2.9. 



Ausbeute: 41 % fiber 4 Stufen 
[TLC:Rf=0,55 4) ] 
[ESI-MS: m/e = 592 (M+H) 4 ]. 
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13.16 




0 



Die HersteUung erfolgte in Analogie zu Beispiel 13.9 und 1.3. 10 ausgehend von: 
5 Verbindung aus Beispiel 1.3.13 

Ausbeute: 60 % tlber 3 Stufen 
[TLC.-Rf^O.ie 5 ^ 

10 13.17 




HO^O 



Die HersteUung erfolgte in Analogie zu Beispiel 13.9 und 13.10 ausgehend von: 
Verbindung aus Beispiel 13.14 

15 

Ausbeute: 66 % tlber 3 Stufen 
[TLC:R f =0,16 5) ] 
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Die Herstellung erfolgte in Analogie zu Beispiel 1.3.9 und 1.3.10 ausgehend von: 
Verbindung aus Beispiel L3.15 



Ausbeute: 49 % tiber 3 Stufen 
[TLC:Rf=0,16 5) ] 
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Beispiele far saurespalthare Affinjtatsmarker 
Beispiel 1 : Herstellungsverfahren (Variante A) 




368 mg (0,63 mmol) des Intennediats 1.2.1 wurden in 5 ml DMF aufgenommen und 
mit 500 \xl Piperidin versetzt. Nach 15 min Rdhren bei Raumtemperatur wurde 
eingeengt und der RUckstand dutch Flash-Chromato graphie an Kicselgel gereinigt 
10 (Elutionsmittel: DicUomethan/Methanol/wassr. Ammoniak (17 %ig) 15/3/0,3). Die 
entsprechenden Fraktionen wurden vereinigt, das LOsungsmittel in vacuo 
abgedampft und der Rtlckstand getrocknet. Erhalten wurden 204 mg (90 %) des Ziel- 
produktes [TLC: Dicmoimethan/Methanol/Ammoniak 17 %ig 15/4/0,5 R f = 0,28]. 

15 26 mg (73 ^unol) von diesem Zwischenprodxikt wurden in 10 ml DMF aufgenommen 
und mit 18,4 mg (73 nmol) Maleimidoessigsaure-N-hydroxysucciiiimidester sowie 
mit 19 mg Ethyldiisopropylamin versetzt und 1 h bei RT gertlhrt Altemativ form 
ebenso Maleimidoessigsaure in Gegenwart von EDCI/HOBT mit der Amin- 
komponente gekuppelt wurden. Das Lfisungsmittel wurde abgedampft und der 

20 Rtlckstand durch Flash-Chromatographie an Kieselgel gereinigt (Elutionsmittel 2) ). 
Die entsprechenden Fraktionen wurden vereinigt, das LOsungsmittel in vacuo 
abgedampft und der Rtlckstand getrocknet Erhalten wurden 34 mg (95 %) des 
gewiinschten Produktes [TLC: Rf = 0,17 2 \ 

25 33 mg (67 fimol) dieses Intennediats wurden in 5 ml Dichlonnethan aufgenommen 
und mit 1 ml TFA versetzt Nach 15 min Rfihren bei Raumtemperatur wurde 
eingeengt und der Ruckstand aus Dichlonnethan mit Diethylether gefSUt. Nach 
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Filtration und Trocknung erhielt man 33 mg (97 %) des gewQnschten Produkts als 
Trifluoressigsauresalz [TLC: Acetonittil/Wassei/Eisessig 10/3/1,5 = 0,22] 
[ESI-MS: m/e = 395 (M+H)*], 

5 32 mg (63 pmol) des entschtitzten Intermediats und 26 mg (70 fimol) des Iso 
thiocyanats E.l.l axis der Edukt-Serie 1 wmden in 5 ml DMF gelSst, mit 37jil 
Ethyldiisopropylamin versetzt und dann 4 h bei RT gerflhrt. Man engte ein, verrQhite 
den Riickstand mit Wasser und saugte ab. Der Rllckstand wurde abgetrennt und dann 
dreimal mit Dichlormethan/Methanol 1:1 und noch zweimal mit Methanol im 
10 Ultraschallbad behai^delt Nach Trocknung wurden 19 mg (35 %) der Zielverbindung 
erhalten [TLC: R f = 0,5 *>} [ESI-MS: m/e = 785 (M+H) 4 ]. 

Beispiel 2 : Herstellungsverfahren (Variante B) 




182 mg (0,31 mmol) der Veibindung 1.1.1 wurden in 15 ml Dichlormethan auf- 
genommen und mit 1 ml TFA versetzt Nach 15 min Riihren bei Raumtemperatur 
wurde eingeengt und der Rftckstand aus Dichlormethan mit Diethylether geftllt. 
20 Nach Filtration und Trocknung erhielt man 175 mg (94%) des gewiinschten 
Produkts als Trifluoressigsauresalz [TLC: R f = 0,2 5) ]. 

170 mg (286 junol) des entschfltzten Intermediats wurden in 10 ml DMF vorgelegt 
und mit 112 mg (286 \xmol) des Isothiocyanats E.l.l aus der Edukt-Serie 1 sowie mit 
25 150 pi Ethyldiisopropylamin versetzt und dann fiber Nacht bei RT gerflhrt Es wurde 
eingeengt, der ROckstand mit 10 ml Wasser verriihrt und abgesaugt. Der Rllckstand 
wurde abgetrennt und dann mit Dichlormethan verrtihrt. Nach Filtration und 
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Trocknung wurden 244 mg (98 %) der gewflnschten Verbindung erhalten [TLC: R* = 
0,23 % 

240 mg (0,276 mmol) dieses Intermedials wurden in 10 ml DMF aufgenommen und 
mit 500ul Piperidin versetzt Nach 30 min RQhren bei Raumtemperatur wurde 
eingeengt und der Ruckstand mit Dichlormethan digeriert. AnschlieBend wurde 
abfiltriert und der Filterruckstand in einer Mischung aus 5 ml DMF und 10 ml 
Dichlormethan suspendiert Nach Zugabe von 10 ml Dielhylether fiel das Produkt 
vollstSndig aus und wurde abfiltriert und getrocknet. Erhalten wurden 135 mg (76 %) 
des Zielproduktes [TLC: Acetonitril/Wasser/Eisessig 10/3/1,5 R f = 0,2]. 

30 mg (46 umol) von diesem Zwischenprodukt und 18 mg Ethyldiisopropylamin 
wurden zu einer Losung aus 8 mg (46 umol) Maleimidopropionsaure, 9,4 mg 
(70 umol) HOBT, 11 mg (56 umol) EDCI in 10 ml DMF, die zuvor 30 min 
vorreagiert hat, zugegeben und dann fiber Nacht bei RT geruhrt. Das L6sungsmittel 
wurde abgedampft und der Ruckstand mit 5 ml Wasser verruhrt Der feste Rflckstand 
wurde dann mit 5 ml Dichlormethan/Memanol 1:1 verruhrt und anschlieBend mit 5 
ml Diethylether versetzt Das ausgefallte Produkt wurde im Hochvakuum getrocknet. 
Erhalten wurden 28 mg (76 %) [TLC: R f = 0,4 ^ [ESI-MS: m/e = 799 (M+H)"*]. 

Folgende Beispiele wurden in analoger Weise zu Beispiel 1 (Variante A) oder 
Beispiel 2 (V ariante B) hergestellt. Die Variante ist nachfolgend jeweils angegeben. 



Beispiel 3 



,0.. 
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HCI 
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Bdukte: 1.2.2, E.U; VarianteA 

Ausbeute: 33 % fiber 4 Stufen, anschliefiend tJberftihrung in das Hydrochlorid 
mit 1,5 Equivalenten einer 0,1 M wSssrigen SalzsSurelSsung 

R f = 0,3 6) 

[ESI-MS: m/e = 865 (M+H) 4 ] 
Beispiel 4 




Edukte: 1.2.3, E.1.1; VarianteA 

Besonderheiten: Anstelle von MaleimidoessigsSuie-N-hydroxysucc^ 

wurde Maleimidopropionsaure mit EDCI/HOBT angeknfipft. 

Ausbeute: 33 % fiber 4 Stufen 
Rf=0,33 5) 

[ESI-MS: m/e = 857 (M+H) 4 ] 
Beispiel 5 




O 



Edukte: L2.4, E.1.1; VarianteA 

Besonderheiten: Anstelle von Maleiimdoessigstoe-N-hydroxys^ 

wurde Maleimidopropionsaure mit EDCI/HOBT angeknfipft 
Ausbeute: 30 % fiber 4 Stufen 
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[ESI-MS: m/e = 841 (M+H) 4 ] 



Beispiel 6 



9 s v rQ r^N-^- 



NH O 



Edukte: 12.6, B.1.1; VarianteA 

Besonderheiten: Anstelle von Maleiiddoessigsaure-N-hydroxysiicciiiimidester 

wurde Maleimidopropionsaure mit EDCI/HOBT angekniipft. 

Ausbeute: 23 % fiber 4 Stufen 
^=0,44^ 

[MALDI-MS: m/e = 861 (M+Na) 4 ] 
Beispiel 7 




Edukte: 1.2.7, B.1.1; VarianteA 

Besonderheiten: Anstelle von Maleimidoessigsaure-N-hydroxysuccinimidester 

wurde Maleimidopropionsaure mit EDCI/HOBT angeknupft. 
Ausbeute: 37 % fiber 4 Stufen 

R f =0^6 5) 

[ESI-MS: m/e = 841 (M+H) 4 ] 



WO 03/040288 



-61- 



PCT/EP02/12105 



Beispiel 8 




Edukte: 1.1.1, E.1.1; VarianteA 
Ausbeute: 70 % fiber 4 Stufen 
Rf=0,53 s> . 

[ESI-MS: m/e = 742 (M+H) 4 ] 
Beispiel 9 




Edukte: 1.2.5, E.1.1; VarianteB 
Ausbeute: 57 % tlber 4 Stufen 

[MALDI-MS: m/e = 878 (M+Na) 4 ] 
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Beispiel 10 

S h h 0 r^N^^^n^^*^? 

huIh h rrv^N-v^ ° ° 

g^V^ S H o 
O 0 

Edukte: 1.2.1, E.1.3; VarianteA 
Ausbeute: 34 % iiber 4 Stufen 

[MALDI-MS: m/e = 878 (M+Na) 4 ] 

Beispiel 11 




Edukte: L2.1, E.1.2; VarianteA 
Ausbeute: 31 % tiber 4 Stufen 

[MALDI-MS: m/e = 807 (M+Na)*] 

Beispiel 12 
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Edukte: 1.1.2, E.1.1; VarianteA 

Ausbeute: 34 % fiber 4 Stufen 
IW=0,38 4) 

5 [ESI-MS: m/e = 784 (M+H) 4 ] 

Beispiel 13 



10 




Edukte: L2.1, E.1.2; VarianteB 



Besonderheiten: An Stelle der Anknupfung von Maleimidopropions&ure in 
Gegenwart von EDCI/HOBT, wurde hier lm letzten Schritt die 
15 Amin-Vorstufe des Endproduktes mit e-Maleimidocaprylsaure in 

Gegenwart von EDCI/HOBT umgesetzt 

Ausbeute: 15 mg (19 % fiber 4 Stufen) 
R f =0,5 5) 

20 [ESI-MS: m/e - 827 (M+H) 4 ] 
Beispiel 14 




25 



Edukte: 



1.2,1, E.1.2; VarianteB 
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Besonderheiten: An Stelle der Anknttpfimg von Maleimidopropionsaure in 
Gegenwart von EDCI/HOBT, wurde hier im letzten Schritt die 
Amin-Vorstufe des Endproduktes mit s-Maleimidobuttersflure in 
5 Gegenwait von EDCI/HOBT umgesetzt. 

Ausbeute: 12 % fiber 4 Stufen 

[ESI-MS: m/e = 799 (M+H) 4 ] 

10 

Beispiel 15 




15 Edukte: 1.2.1, E.1.2; VarianteB 

Besonderheiten: An Stelle der Anknfipfung von Maleimidopropionsaure in 
Gegenwart von EDCI/HOBT, wurde hier im letzten Schritt die 
Amin-Vorstufe des Endproduktes mit AcrylsSurechlorid (6Eq) in 
20 Dichloimethan in Gegenwart von 2 Equivalenten Pyridin 

umgesetzt. Die entstehende Zielverbindung wurde durch Flash- 
Chromatographie (Eluent: Acetonitril/Wasser 1 0/1) gereinigt 
Ausbeute: 3 % fiber 4 Stufen 
Rf=0,15 4) 
25 [ESI-MS: m/e = 688 (M+H)*] 
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Beispiel 16 




Edukte: 1.2.1, E.1.2; VarianteB 

Besonderheiten: An Stelle der Anknfipfung von Maleimidopropionsaure in 
Gegenwart von EDCI/HOBT, wurde hier im letzten Schritt die 
Amin-Vorstufe des Endproduktes mit Chloracetylchlorid in 
Dichlormethan in Gegenwart von 2 Equivalenten Pyridin 
umgesetzt 

Ausbeute: 22 % tlber 4 Stufen 
R f =0,12 1) 

[MALDI-MS: m/e = 732 (M+Na)^ 
Beispiel 17 




Edukte: 1.3.4, E.1.2; VarianteB 

Ausbeute: 58 % tlber 4 Stufen 
R f =0^ 5) 

[ESI-MS: m/e = 954 (M+H)*] 
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Beispiel 18 




Edukte: L3.5, E.1.2; VarianteB 

5 

Beispiel 19 




Edukte: L3.1, E.1.2; VarianteB 

1 0 Ausbeute: 83 % fiber 4 Stufen 
R f =0 > 4 5) 

[ESI-MS: m/e = 925 (M+H) 4 ] 
Beispiel 20 

15 



Edukte: 



1.3.3 E.1.2; VarianteB 
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Beispiel 21 




Edukte: I.2.2., E.1.2; VarianteB 

Ausbeute: 56 % flber 4 Stufen 
R f =0,3 8) 

[BSI-MS: m/e = 879(M+H) 4 ] 
Beispiel 22 




Edukte: I.2.9., E.1.2; VarianteA 
Ausbeute: 26 % flber 4 Stufen 

[ESI-MS: m/e = 871 QA+Gf] 
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Beispiel23 





Die Herstellung eifolgte durch OberfUhrung der Verbindung aus Beispiel 21 in das 

Hydxochlorid mit 0,1 M wafiriger HCI. 

R f =0^3 6) 

[ESI-MS: m/e = 879 (M+H)*] 
Beispiel 24 

■. * 

Edukte: 1.1.1, E.l.l; VarianteB 
Ausbeute: 47 % tiber 4 Stufen 
Rr = 0,5 5) 

pESI-MS: m/e = 756 (M+H) + ] 
Beispiel 25 



HI 
H 




H O 



Edukt: 



E.2.3, dann folgten folgende standardmfiBige Ums etzungen : 



WO 03/040288 PCT/EP02/1210S 

-69- 

Vedmupfung mit ©-Maleimidobuttersfiure in Gegenwart von EDCI/HOBT (61 %), 
Boc-Abspaltung (88 %), 

Verkntipfung mit Bis-Boc-HMdin-N-Hydroxysuccinimidester (52 %), 
Boc-Abspaltung (69 %), 

Umsetzung mit E. 1.1 (96 %). 

R f =0,4 6) 

[ESI-MS: m/e = 836 (M+H) 4 ] 
Beisniel26 




Edukte: 1.2.8, E.1.1; VarianteB 
Ausbeute: 23 % fiber 4 Stufen 
R f =0,3 5) 

[ESI-MS: m/e = 827 (M+H) 4 ] 
Beispiel 27 




H H O 
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Edukte: 1.3.6, E.1.2; VarianteB 

Ausbeute: 27 % fiber 4 Stufen 
R f =0^6 5) 

[ESI-MS: m/e = 91 1 (M+Hfi 

5 

Beispiel 28 




10 

Edukt: 1.3.10, dasn folgten folgende standardmaBige Umsetzungen: 

VerknQpfung mit Boc-Glycin-N-carbonsfiureanhydrid (71 %), 
Boc-Abspaltung mit TrifluoressigsSure (80 %), 
15 Verkniipfung mit E.1.1 (54 %). 
R f =0,38 5) 

[ESI-MS: m/e = 953 (M+H) 4 ] 
Beispiel 29 

20 
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Edukt: 1.3.8, dann folgten folgende standardmaBige Umsetzungen: 
Boc-Abspaltung an beiden terminalen Aminogruppen mit Trifluoressigsfiure (quant.), 



Umsetzung mit Vi Eq. der Verbindung E. 1 . 1 zum Mono-Thioharnstbff (28 %) 
5 [Rf=0,15 9) ] 

Umsetzung mit ©-Maleidobutters&ire in Gegenwart von EDCI/HOBT (50 %), 
[ESI-MS: m/e = 1010 (M+H)*] 

10 Beispiel 30 



Edukt: L3.12, dann folgten folgende standardmaBige Umsetzungen: 

15 

Umsetzung mit BooGlycin-N-caibonsauieanhydrid (84 %), 
Boc-Abspaltung mit Trifluoressigsaure (quant), [Rf 53 0,28 8) ] 
Umsetzung mit E.l.l (60 %), [R f = 0,46 ^ 
[ESI-MS: m/e = 896 (M+H)+] 




20 
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Beispiel 31 




Die Herstellung erfolgte in Analogie zu der Verbindung aus Beispiel 30, 

Umsetzung mit E.1.2 anstelle von E.1.1 (52 %), \Ri = 0,55 ®] 
[ESI-MS: m/e = 882 (M+H) 4 ] 

Beispiel 32 




Edukt: 1.3.10, dann folgten folgende standardmMBige Umsetzungen: 

Umsetzung mit Bis-Boc>Histidin-N-hydroxysucciniiiiidester (39 %) 
Boc-Abspaltung mit Trifluoressigsaure (87 %), [Rf = 0,44 8) ] 
Umsetzung mit E.1.2 (45 %), [Rf = 0,44 ^ 
[ESI-MS: m/e = 1019 (M+H) 4 ] 
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Beispiel33 



O 




Die Herstellung erfolgte in Analogje zu der Verbindung aus Beispiel 32. 

Umsetzung mit E.1.1 anstelle von E.1.2 (35 %), [Rf = 0,3 ®\ 
[ESI-MS: m/e = 1033 (M+H)1 

Beispiel 34 




Edukt: 1.3. 1 1, dann folgten folgende standardmaBige Umsetzungen: 

Umsetzung nut Boc-Glycin-N-carbonsaureanbydrid (60 %) 
Boc-Abspaltung mit Trifluoressigsaure (quant), [Rf = 0,3 
Umsetzung mit E.1.1 (97 %), [R f = 0,44 *J 
[ESI-MS: m/e = 981 (M+H) + ] 
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Beispiel 35 




Die Herstellung erfolgte in Analogie zu der Verbindung aus Beispiel 34 
Umsetzung mit E.1.2 anstelle von B.1.1 (73 %), [Rf - 0,48 ^ 
[ESI-MS: m/e = 967 (M+H) 4 ] 

Beispiel 36 



O 
11 

HN NH 
H-)-f H 



H H 



Edukt: 1.3.1 1, d*mn folgten folgende standardmSBige Umsetzungen: 
Umsetzung mit Bis-Boc-Histidin-N-hydroxysucdiiimidestCT (41 %) 
Boc-Abspaltung mit Trifluoressigsaure (quant), [Rf = 0,12 °] 
Umsetzung mit E. 1.1 (90%), [Rf^O^ 6 *] 
[ESI-MS: m/e = 1061 (M+H) 4 ] 
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Beispiel37 



O 




5 Die Herstelhing erfolgte in Analogie zu der Verbindung aus Beispiel 36. 

Umselzung mit E.1.2 anstelle von E.1.1 (73 %), [Rf - 0,4 ^] 
[ESI-MS: m/e = 1047 (M+H)"*] 



•10 Beispiel 38 



H N N H O 



Die Herstellung erfolgte in Analogie zu der Verbindung aus Beispiel 28. 
15 Umsetzung mit E.1.2 anstelle von E.1.1 (72 %), [Rf = 0,45 *>] 
[ESI-MS: m/e = (M+H) + ] 

Dieser Affinitatsmarker bildet zusammen mit den AfGnit&tsmarkem der Beispiele 
39, 40 und 41 ein AfSnitatsmaiker-Quadruplett, das eine parallele Analyse von vier 
20 Proteomproben ermSglicht 
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Beispiel39 

o o 

H H q 

Edukt: L3. 16, dann folgten folgende standardmSBige Umsetzungen: 

Verkntlpfung rnit Boc-Glycin-N-carbons^ureanhydrid (81 %), 
Boc-Abspaltung mit Trifiuoiessigsitae (98 %), 
Verkntipfung mit B.1.2 (81 %) 

[ESI-MS: m/e = 944 (M+H)*] 

Beispiel 40 




Edukt: 1.3.17, dann folgten folgende standardmSBige Umsetzungen: 

Verkntipfung mit Boc-Glycin-N-carbonsfiureanhydrid (80 %), 
Boc-Abspaltung mit TrifluoressigsSure (quant.), 
Verkntipfung mit E.1.2 (74 %) 
R f =0,5 5) 

[ESI-MS: m/e = 950 (M+H) 4 ] 
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Beispiel 41 




Edukt: 1.3.18, dann folgten folgende standardmSBige Umsetzungen: 



Verkntipfung mit Boc-Glycin-N-caibonsaureanhydrid (94 %), 
Bbc-Abspaltung mit Trifluoressigs&ure (98 %), 
Verkntipfung mit E. 1.2 (38 %) 
Rf-0,5 5) 

[ESI-MS: m/e - 956 (M+H) 4 ] 



Beispiel 42 



S f^N* 

H BY 



Edukt 1.3 . 1 0, dann folgten folgende standardmSflige Umsetzungen: 



Verkntipfung mit Boc-Glydn-N-carbonsftureanhydrid (78%), 
Boc-Abspaltung mit TrifluoressigsSure (93%) [Rf<= 0,2 % 

Parallel dazu wurden 100 mg (0,026 minol) NovaSyn TG Resin 01-64-0043 dreimal 
mit DMF gewaschen. AnschlieBend gab man 28 mg (0,08 mmol) 4-(Fmoc-amino)- 
benzoesfiure, 30 mg HATU, und 20 mg Diisopropylethylamin in 2 ml DMF zu und 
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rflhrte fiber Nacht bei RT. Man wusch viermal mit DMF. AnschlieBend wurde nach 
Standardbedingungen die Fmoc-Gnippe abgeldst und das Harz viermal mit DMF 
gewaschen. Man fUgte 2 ml Dioxan/Wasser 1/1 und 10 (il Thiophosgen zu. Nach 1 h 
wurden 200 fil Ethyldiisopropylamin zugegeben und nach wiederum 1 h wurde mit 
5 Wasser, Dioxan und DMF gewaschen, 35 mg der zuvor hergestellten 
Aminkomponente wurden in 2 ml DMF und 25 jil Ethyldiisopropylamin zugegeben. 
Nach 2 h wurde mit DMF und THFje zweimal gewaschen und getrocknet 

Beispiel 43 

10 




Edukt: E.2.10, dann folgten folgende standardmaBige Umsetzungen: 

15 UmsetzungmitZ-Glu(tBu)-OSu(33%), 
Hydrierung fiber Pd-C (92%), 

Umsetzung mit Z-Leu in Gegenwart von EDd / HOBT (88%), 
Hydrierung fiber Pd-C (85%), 

Verknflpfimg mit co-Maleimidobuttersaure in Gegenwart von EDCI/HOBT (66 %), 
20 Boc-Abspaltung (88 %), 

Umsetzung mit E.1.1 (88 %). 
Rf=0,26 4) 

[ESI-MS: m/e = 941 (M+H)*] 



WO 03/040288 



-79- 



PCT/EP02/12105 



Beispiel 44 



O 




Edukt: E.2.10, dann folgten folgende standardmSBige Umsetzungen: 

Umsetzung mit Fmoc-Leu-Leu in Gegenwart von EDCI / HOBT (58%), 
Boc-Abspaltung (78 %), 
Umsetzung mit E.l.l (90 %), 
Fmoc-Abspaltung mit Piperidin in DMF (68%), 

Verkntipfung mit <o-Maleimidobutters8ure in Gegenwart von EDCI/HOBT (72 %), 
R f =0,68 5) 

[FAB-MS: m/e = 925 (M+H) 4 ] 
Beispiel 45 




Herstellung analog Beispiel 44; im letzten Schritt erfolgt die Verknupfung jedoch mit 

(D-Mdeimidocaprylsaure in Gegenwart von EDCI/HOBT (61 %), . 

Rf=0,4 4) 

[FAB-MS: m/e = 953 (M+H) 4 ] 
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Beispiel 46 




5 

Edukt: E.2. 1 0, dann folgten folgende standardmaBige Umsetzungen: 

Umsetzung mit Fmoc-Leu-Leu in Gegenwait von EDCI / HOBT (58%), 
Boc-Abspaltung (78 %), 
10 Umsetzung mit E.1.2 (72%), 

Fmoc-Abspaltung mit Piperidin in DMF (96%), 

Verknupfung mit co-Maleimidobuttersaure in Gegenwart von EDCI/HOBT (92 %), 
[ESI-MS: m/e=911 (M+H) 4 ] 

15 

Beispiel 47 



HN 
H4 




i — o $5 



20 



Herstellung analog Beispiel 46; im Ietzten Schritt erfolgt die Vetkntipfung jedoch mit 

©-Maleimidocapiylsfiure in Gegenwart von EDCI/HOBT (61 %), 

Rf=0,5 4) 

[FAB-MS: m/e - 939 (M+H)*] 
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Beisniel 48 

H H o 0 

5 

Edukt 1,2.1, dann folgten folgende standardmaBige Umsetzungen: 

Boc-Abspaltung mit Trifluoressigs&ire (94%) [R f = 0,2 *>] Man erhfilt so die 
Aminkomponente A. 

10 

Parallel dazu wurden 42 mg (0,04 mmol) Aminopropyl-Kieselgel (Aldrich, 36425-8, 
Beladung 0,95 mmol/g) in 2 ml DMF suspendiert und nacheinander mit 45 mg (0,12 
mmol) 4-(Fmoc-amino>phenylessigsfiure, 2 jil Diisopropylethylamin, 15 mg (0,12 
mmol) Diisopropylcarbodiimid und 16 mg (0,12 mmol) HOBT versetzt Man lasst 
1 5 fiber Nacht bei RT stehen und wSscht dann viermal mit DMF. 

AnschlieBend wild mit 2 ml 20% Piperidin in DMF die Fmoc-Gruppe abgelfist und 
das Harz je viermal mit DMF und Dioxan gewaschen. 

20 Dann fttgt man 1 ml Dioxan und 45 \xl Thiophosgen zu. Nach 1 h werden 900 jil 
Ethyldiisopropylamin zugegeben und nach wiederum 1 h wird je dreimal mit 
Dioxan, DMF und DCM gewaschen. 

47 mg (0,08 mmol) der zuvor hergestellten Aminkomponente werden in 2 ml DMF 
25 und 40 jjl Ethyldiisopropylamin zugegeben. Man lasst fiber Nacht bei RT stehen und 
wascht dann viermal mit DMF. 

Erneut wird mit 2 ml 20 % Piperidin in DMF die Fmoc-Gruppe abgelSst und das 
Harz viermal mit DMF gewaschen. 
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Man gibt 1 ml DMF zu und anschlieBend nacheinander 22 mg (0,12 mmol) 4- 
Maleimido-buttersMure, IS mg (0,12 mmol) Diisopropylcarbodiiinid und 16 mg (0,12 
mmol) HOBT und riihrt tiber Nacht bei RT. AnschlieBend wird je dreimal mit DMF, 
DCM und THF gewaschen. 

5 

Proteinanalytische Untersachungen 

Kupplung der AffinitStsmarker an SDS-7 and Beschreibung des Arbeitsablaufs 
fur den AffinitStsmarker aus Beispiel 11 

10 

Als Probe wurde eine Mischung von sieben Proteinen verwendet, die auch 
Verwendung als GrQBenstandard in der Gelelektrophorese findet (SDS-7-Marker, 
Sigma- Aldrich GmbH, Taufkirchen). 

15 24 \ig der Proteinmischung wurden in 5 |il Puffer 1 gelQst und mit 135 |xl Puffer 3 
verdiinnt Durch Erhitzen auf 100 °C filr 3 Minuten wurden die Proteine denaturiert. 
Zur Reduktion der vorhandenen Cysteine wurde 3 \d Reduktionsldsung zugegeben 
und der Ansatz 10 Minuten bei 100 °C inkubiert Zur Umsetzung der freien Cysteine 
mit dem AfBnitatsmarker aus Beispiel 11 wurde dann 5 \il DerivatisierungslSsung 

20 zugesetzt und fllr 90 Minuten bei 37 °C inkubiert. 

Nach der Derivatisierung wurden 3 \il Trypsinlosung zugesetzt Die Spaltung der 
Proteine erfolgt uber Nacht (ca. 17 Stunden) bei 37 °C. 

25 Puffer 1: 50 mM Tris-HCl, pH 8,3; 5 mM EDTA; 0,5 % (w/v) SDS 
Puffer 2: 10mMNH4Acetat,pH7 
Puffer 3: 50 mM Tris-HCl, pH 8,3; 5 mM EDTA 
Reduktionslfisung: 50 mM TCEP in Puffer 2 

Derivatisierungsl6sung: 30 jig/jil AffinitSismaricer (Beispiel 1 1) in DMSO 
30 TrypsinlSsung: 1 mg/ml Trypsin (Promega GmbH, Mannheim) in Puffer 3 
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AffinitStsreiniguBg derivatisierter Peptide 

Die AfSnitatssSulen (Monomelic Avidin, Perbio Science Deutschland GmbH, Bom) 
mit einem SSulenvolmnen von 200 nl wurden vor der Aufreinigung frisch hergestellt 
5 und durch folgende Waschschritte vorbereitet: 

- Zwei Saulenvolumina 2xPBS 

- Vier Saulenvolumina 30 % (v/v) Acetonitril / 0,4 % (v/v) Trifluoressigsfiure 

- Sieben Saulenvolumina 2xPBS 

10 - Vier Saulenvolumina 2 mM Biotin in 2xPBS 

- Sechs Saulenvolumina 100 mM Glycin, pH 2,8 

- Sechs Saulenvolumina 2xPBS 

30 Probe wurden vor dem Auftragen mit 30 jil 2xPBS verdtont und dann auf die 
15 Saule aufgetragen. Danach wurden zum Entfernen der nicht-biotinylierten Peptide 
folgende Waschschritte durchgeftthrt: 

- Sechs Saulenvolumina 2xPBS 

- Sechs Saulenvolumina PBS 

20 - Sechs Saulenvolumina 50 mM Ammoniumhydrogencaibonal / 20 % (v/v) 
Methanol 

- Bin Saulenvolumen 0,3 % (v/v) AmeisensSure 
Die Probe wuide mit folgenden Schritten eluiert: 

25 

- Drei Saulenvolumina 0,3 % (v/v) Ameisensaure 

Drei Saulenvolumina 30 % (v/v) Acetonitril / 0,4 % (v/v) Trifluoressigsaure 

Das Eluat wurde bis zur Trockenheit eingedampft und erst kurz vor der Analyse mit 
30 Massenspektrometrie wieder geldst 



PBS: StammlOsung lOx, GibcoBRL, Cat No. 14200-067 
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Massenspektrometrische Analyse 

Zur Analyse der Peptide wurde ein Ionenfallen-Massenspektrometer (LCQdeka, 
ThennoFinnigan, San Jose) eingesetzt, das direkt mit einer Hochdruckfltissig- 
keitschiomatographie verbunden ist (LC-MS). Als TiennsSule wurde eine Reversed- 
Phase-Saule (Cig-Phase) benutzt Die Peptide wuiden in Bluent A (0,025 % (v/v) 
TrifluoressigsSure) gelOst und injiziert Sie wuiden mit einem Gradienten von Eluent 
B (0,025 % (v/v) Trifluoressigsaure / 84 % (v/v) Acetonitril) eluiert Die eluierenden 
Peptide wurden durch die Akquisitions-Software des GerStes automatisch erkannt 
und fiir eine Identifizierung fragmentiert. Damit konnte die Identitat der Peptide 
eindeutig bestimmt wurden. 

Fig. 1 zeigt ein Beispiel filr ein Fragmentspektrum eines Peptides aus dieser Analyse. 
Das beobachtete Muster identifiziert das Peptid eindeutig als das Peptid mit der 
Sequenz FLDDDLTDDMCVK aus Lactalbumin, das Bestandteil der Probe war. Die 
Masse des Peptides und seine Fragmentierung bestatigen, dass der AfBnitatsmarker 
in der erwarteten Weise durch SSure gespalten wurde. 

Insgesamt wurden in einer Analyse 19 unterschiedliche Peptide aus der Probe 
identifiziert, die alle in der gleichen Weise die erwartete Masse des Affinitatsmarke- 
Restes trugen. Es wurde kein einziges Cystein-haltiges Peptid identifiziert, das einen 
noch vollstandigen AfBnitatsmarker trug. 

Fig. 1: Fragmentspektrum eines mit der Verbindung aus Beispiel 11 derivatisierten 
Peptides nach Isolierung liber Avidin, d. h. mit sSuregespaltenem 
Affinitatsmarker. 

Kupplung der Affinitatsmarker an Proteine und Beschreibung des Arbeits- 
ablaufs fur die Affinitatsmarker der Beispiele 38 bis 41 
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Als Probe wurde eine Mischung von sieben Protemen verwendet, die. auch 
Verwendung als GroBenstandard in der Gelelektrophorese findet (SDS-7-Marker, 
Sigma-Aldrich GmbH, Taufkiichen). Die beiden zur vergleichenden Proben 
enfhielten folgende Proteine in identischer Menge: 



Probe 1 wurde auBerdem humanes Interleukin-4 zugegeben, das in Probe 2 nicht 
vorhanden war. 

In jeder Probe wurden etwa 240 \xg Protein eingesetzt, die sich auf die oben 
genannten 7 bzw. 8 Proteine in etwa gleich verteilten. Die SDS-7-Proben wurden 
zunSchst in 10 \il Puffer 1 gel6st und mit 95 jxl Puffer 3 verdtlnnt Dann wurden 
Probe 1 auBerdem 10 pi Interleuking-4-L6sung zugegeben. Die Proben wuidenmit 
Puffer 3 auf 200 jxl aufgefilllt und jeweils halbiert (Proben la und lb bzw. 2a und 



Durch Erhitzen auf 100°C fiir 3 Minuten wurden die Proteine anschlieBend 
denaturiert. Zur Reduktion der vorhandenen Cysteine wurden 3 \il ReduktionslSsung 
zugegeben und die AnsStze 10 Minuten bei 100°C inkubiert Zur Umsetzung der 
freien Cysteine mit den AfSnitatsmarkem aus den Beispielen wurden jeder Probe 5 
pi Derivatisierungsldsung zugesetzt und fUr 120 Minuten bei 37°C inkubiert. 
AnschlieBend wurden alle 4 Proben gemiscbt und die Halfte der Gesamtprobe wurde 
weiterverarbeitet 



Serumalbumin aus Rind 



Alpha-Lactalbumin aus Rind 
Trypsin-Inhibitor aus Sojabohne 
Trypsin aus Rind 
Ovalbumin aus Huhn 

Glycerinaldehyd-3-Phospbat-Ddioydn)genase aus Mensch 
Caiboanhydrase aus Rind 




2b). 
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Probe la: Umsetzung mit Beispiel 38 
Probe lb: Umsetzung mit Beispiel 41 
Probe 2a: Umsetzung mit Beispiel 39 
Probe 2b: Umsetzung mit Beispiel 40 

5 

Nach erfolgter Umsetzung wurden die Proteine durch Zugabe des vierfachen 
Volumens von eiskaltem Aceton/Ethanol 1:1 filr 15 Minuten bei -20°C gefSUt. Das 
Sediment wurde einmal mit Aceton/Ethanol/Wasser 4:4:2 gewaschen und danach im 
Vakuum getrocknet Die Probe wurde in 10 jil Pufifer 1 gelSst und mit 260 jil Puffer 
10 3 verdtinnt. Zur Spaltung der Proteine wurden 40 \il Trypsinlfisung zugegeben und 
die Probe 1 h bei 37°C inkubiert. Zur Ihaktivierung des Enzyms wurde die Probe 
danach kurz auf 95°C erhitzt. 

Puffer 1: 50 mM Tris-HCl, pH 8,3; 5 mM EDTA; 0,5 % (w/v) SDS 
15 Pufifer 2: ^0mMNH*Acetat,pH7 

Puffer 3: 50 mM Tris-HCl, pH 8,3; 5 mM EDTA 
Reduktionslosung: 50 mM TCEP in Puffer 2 

Derivatisierungsttisung: 36 p.g/nl AflBnitatsmarker (Beispiele 38-41) inDMSO 
TrypsinlSsung: 1 mg/ml Trypsin (Promega GmbH, Mannheim) in Pufifer 3 

20 

Affinit&tsreinigung derivatisierter Peptide 

Zur selektiven Aufireinigung der derivatisierten Peptide aus der Probe wurde eine 
AfiBnitStsreinigung mit eine selbst hergestellten Avidin-SMe durchgefuhrt 
25 (Monomelic Avidin, Perbio Science Deulschland GmbH, Bonn). Die Herstelltmg 
und die Benutzung der SSule geschah nach den Vorschriften des Herstellers. Die 
Peptide wurden mit 0,4% Trifluoressigsaure / 30% Acetonitril eluiert. 

Massenspektrometrische Analyse 

30 

Zur Analyse der Peptide wurde ein Ionenfellen-Massenspektrometer (LCQdeka, 
ThennoFinnigan, San Jose) eingesetzt, das direkt mit einer Hochdruckfltlssig- 
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keitschromatographie verbunden ist (LC-MS). Als TrennsSule wimie eine Reversed- 
Phase-SSule (Cis-Phase) benutzt Die Peptide wuiden in Eluent A (0,025 % (v/v) 
TrifluoressigsSure) gel6st und injiziert. Sie wurden mit einem Gradienten von Eluent 
B (0,025 % (v/v) Trifluoressigsfiure / 84 % (v/v) Acetonitril) eluiert. Die eluierenden 
Peptide wurden (torch die Akquisitions-Software des GerMtes automatisch erkannt 
und ftir eine Identifizierung fragmentiert. Damit konnte die Identity der Peptide 
eindeutig bestimmt wurden. 

Aufgrund des experimentellen Ansatzes wurden folgende Ergebnisse erwartet: 

• Alle Peptide aus der SDS-7-Mischung sollten in Form von vier identisch 
intensiven Signalen detektiert werden, die in der Chromatographic keinen 
Isotopeneffekt zeigen. 

• Peptide aus Ihterleukin-4 sollten in Form eines Dubletts von Signalen mit einer 
Massendifferenz von 17 Da auftreten. 

Fig. 2 zeigt die Ionenspuren fflr die vier unterschiedlich markierten Varianten des 
Peptids LQGIVSWGSGCAQK aus Trypsinogen. Von oben nach unten handelt es 
sich urn das Peptid mit der Markierung durch die Affinitatsmarker mit 0, 5, 11 und 
17 Isotopenmarkierungen. Eine Retentionszeitdifferenz zwischen den Varianten ist 
mcht meBbar. Fig. 3 zeigt das zugehSrige MS-Spektrum, das ein Quadruplett von 
annahemd gjeich intensiven Signalen enthalt Die Identitat des Peptides wurde durch 
MS/MS-Experimente bestatigt. 

Fig. 4 zeigt die Signale des Peptids NLWGLAGLNSCPVK aus hiterleukin-4. Wie 
erwartet zeigt sich ein Dublett von Signalen mit IntensitfitsverMltnis 1:1. Auf diese 
Weise kann das Signal klar von Peptiden unterschieden werden, die unmaririert sind 
und durch unspezifische Adsorption an der AffinitatssSule aufgereinigt wurden. Die 
Identitat des Peptides wurde durch MS/MS-Experimente bestatigt 
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Fig. 2: Die Ionenspuren ftlr die m/z-Werte 6473 Da, 648,9 Da, 650,9 Da md 652,9 
Da Bs handelt sich urn das dreifach geladene Ion des Peptids LQGIVS WGSGCAQK 
in den mit den Beispielen 38 bis 41 umgesetzten Formen. Die Identitat der Peptide 
wurde durch MS/MS-Experimente bestatigt 

Fig. 3: MS-Spektrum unter dem in Fig. 2 gezeigten LC-Peaks. Es handelt sich urn 
ein dreifach geladenes Peptidion. 

Fig. 4: MS-Spektrum des dreifach geladenen Ions des Peptids 
NLWGLAGLNSCPVK aus Interleukin-4. Da es nur in Probe 1 vorhanden war, tritt 
ein Dublett von Signalen au£ entsprechend dem Peptid mit 0 bzw. 17 
Isotopenmarkierungen. 
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Patentansprflche 



1 . Organische Verbindung der Fonnel Q), 



A-L-PRG 



CO 



in der 

A ftlr einen AfBnitatsliganden-Rest oder fur eine feste Phase, 

PRG fur eine proteinreaktive Gruppe und 

L fur einen A und PRG kovalent verknupfenden Linker stent, 

dadurch gekennzeichnet, dass der Linker L eine Gruppe der Fonnel (T) 
enthalt, 



(Z')„- 



(D 



Ji L n 



m 



in der 



Z derGlycin-RestNH-CH2-COist, 



L' eine Brucke ist, die eine kovalente Verknflpfung zweier Piperazin- 

Reste enndglicht oder erleichtert, 

R und R' an einem Piperazdn-Ring unabhangig voneinander und unabhangig 
von anderen R und R' an anderen Piperazin-Ringen der gleicben 
oder der anderen der beiden Laufvariablen 1 und m jeweils eine 
a-Aminosaure-Seitenkette ist, 
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der Glycin-Rest COCH 2 -NH ist, der sich von Z in der unter- 
schiedlichen Qrientierung unterscheidet, und 



k, 1, m, n unabhangig voneinander jeweils fttr eine Zahl von 0 bis 10 stehen, 
wobei die Summe k + 1 + m + n mindestens 1 und hOchstens 40 
betrSgt, 

oder deren Salz. 

2. Verbindung gemSB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass der Linker L 
spaltbarist 

3. Verbindung gemflfi Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass der Linker L 
eine chemisch, photochemisch, enzymatisch oder thennisch spalfbare 
funktionelle Grippe, insbesondere eine saurespaltbare Gruppe, aufweist 

4. Verbindung gem&B Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass der Linker L 
eine sSurespaltbare Gruppe S der Fonnel, 



Y flir einen Abstandshalter mit 1 bis 10 Nicht-Wasserstoff-Atomen, der 
die Anbindung des Arylrestes an A ermSglicht oder erleichtert, und 




in der 



SK fiir den Rest einer Aminos&ure-S eit enkette in der D-oder L- oder in 
der razemischen Form steht 
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5. Verbindung gemSB Anspruch 4, dadurch gekamzeichnet, dass die s&ire- 
spaltbare Gruppe S die Gruppe A mit der Gruppe der Foimel (T) verbindet 

6. Verbindung gemMB einem der vorstehenden AnsprQche, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass der Linker L aus der staespaltbaren Gruppe S undder Gruppe 
der Fonnel (T) besteht 

7. Verbindung gemfifl einem der vorstehenden Anspriiche, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die proteinreaktive Gruppe PRG eine selektive Reaktivitat fur 
eine endstandige Funktionalitat einer Aminosaure, ffir eine Phosphatgruppe 
oder flhr eine mflglicherweise vorher generierte Aldehyd- odor Keto-Gruppe 
im Protein oder fur das Reaktionsprodukt einer gezielten Umsetzung des 
Proteins aufweist 

8. Veibindung gemflB einem der vorstehenden Anspriiche, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die proteinreaktive Gruppe -PRG ausgewahlt ist aus 



-CO[CH 2 ]rCl mit r - 1-10 und 
-CO-CH=CH 2 . 

9. Verbindung gemflB einem der vorstehenden Anspriiche, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass A ein Affinitatsliganden-Rest, bevorzugt der Rest von Biotin, 





O 
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eines Biotm-Derivats, eines Kohlenhydrats, eines Haptens oder eines 
Komplexbildners, insbesondere von Biotin oder eines Biotin-Derivats, ist 

10. Verbindung gemSB einem der Ansprflche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, 
dass A eine feste Phase, vorzugsweise ein modifiziertes natflrliches oder 
synthetisches Harz mit zur Anbindung des Linker L geeigneten funktionellen 
Gruppen, insbesondere ein Amino-funMonalisiertes Harz auf Polyethylen- 
glycol- oder Kieselgel-Basis, ist 



1 1 . Verfahren zur Herstellung einer Verbindung gemfifi Anspruch 1, bei dem 
i) ein geschfltztes Intennediat der Fonnel (HI), 



(Z') n -SG' (TO 



in der SG und SG 1 ftlr zwei orthogonale Schutzgruppen stehen, 
hergestellt wird, 

ii) aus dem Intennediat der Fonnel (HI) zunSchst die Schutzgruppe SG 
abgelOst wird und anschlieBend ein weiteres Aminosaurederivat, das eine 
zu der abgelSsten gleiche oder verschiedene Schutzgruppe SG an der a- 
Aminofiraktion trSgt, angekniipft wird, wobei ein Derivat der Fonnel 
(IV), 



SG-NH-CH(SKVCCMZ\. (ZTL-SG* (IV) 
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in der SK Air die Seitenkette einer Aminosaure steht, 
eihalten werden, 

iii) nach AblQsung der Schutzgruppe SG 1 aus dem Derivat der Fonnel (IV) 
mit dem Derivat einer proteinreaktiven Gruppe oder der aktivierten 
Vorstufe des Derivats einer proteinreaktiven Gruppe der Formel (V), 



in der U fiir eine Gruppe steht, die die Veikntipfung von PRG mit Z oder 
gegebenenfalls mit einer anderen Endgruppe von L ermSglicht, 

umgesetzt wind, 

iv) die terminate Schutzgruppe SG abgelfist wird, wobei ein Konjugat der 
Fonnel (VI) 



eihalten wird, 

v) ein AfSnitatsligand A-OH oder A-NH 2 oder eine Hydroxy-, Carboxy- 
oder Amino-fonktionalisierte feste Phase A-OH oder A-NH2 oder eine 
aktivierte Form davon mit einer Verbindung der Fonnel (VII), 



U-PRG (V) 



H^-CHfSKJ-CO-fZk 




(ZVPRG (V 1 ) 




WO 03/040288 



-94- 



PCT/EP02/12105 



in der Y f&r die optional verzweigte Abstandhaltergruppe steht, 

die optional eine Schutzgrappe tragen kann, zum Derivat der Formel 

(vm) 




(vm) 



umgesetzt wird, 

vi) das Derivat der Formel (VDI) dann nach vorheriger Abspaltung einer 
optional eingefuhrten Schutzgrappe in ein entsprechendes Isothiocyanat 
tiberfiihrtwird, 

vii) das Isothiocyanat anschliefiend mit dem Konjugat der Formel (VI) zum 
Thioharnstofif der Fonnel (EX) gekuppelt wird und 




vii) in einem optionalen letzten Schritt gegeb enenf alls noch vorhandene 
Schutzgruppen abgespalten werden, 

wobei die aufeinanderfolgenden Schritte v) und vi) zu einem beliebigen 
Zeitpunkt vor Schritt vii) durchgefiihrt werden kfinnea 

12. Verfahren zur Herstellung einer Verbindung gemfiB Anspruch 1, bei dem 

i) ein geschfltztes Intennediat der Fonnel (HI), 
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-j-N^yj-L 1 - - "N^ (Z^-SG 1 



(no 



in der SG und SG' filr zwei orthogonale Schutzgruppen stehen, 
hergestellt wird, 

ii) aus dem Intennediat der Fonnel (EOT) zunfichst die Schirtzgruppe SG 
abgelSst wild und anschlieBend ein weiteres Aminosfiurederivat, das edne 
zu der abgelSsten gleiche oder verschiedene Schutzgruppe SG an der a- 
Aminofunktion trigt, angeknupft wird, wobei ein Derivat der Fonnel 
(IV), 



SG-NH-CHfSK^CO-fZ^ / i ~ L '' 



_ L ..-^^jJ-(Z>) n ^G' (IV) 



in der SK fUr die Seitenkette einer AminosSure steht, 



erhalten werden, 



in) die terminale Schutzgruppe SG abgelSst wild, wobei ein Konjugat der 
Fonnel (VT) 



H 2 N-CH(SKHJO-{Z) k ^•\^- L '"^ , \^) 4 j~ < 



-r^yi+-(z') n ^G- (vr) 



erhalten wird, 
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iv) ein Affinitittsligand A-OH oder A-NH 2 oder eine Hydroxy-, Carboxy- 
oder Amino-fimktionalisierte feste Phase A-OH oder A-NH 2 oder eine 
aktivierte Form davon rait einer Verbindung der Formel (VII), 




(vn), 



in der Y fur die optional verzweigte Abstandhaltergruppe steht, 

die optional eine Schutzgrappe tragen kann, zum Derivat der Formel 
(Vm) 




(vm) 



umgesetztwird, 

v) das Derivat der Formel (VIII) dann nach vorheriger Abspaltung einer 
optional eingefllhrten Schutzgruppe in ein entsprechendes Isothiocyanat 
tiberfBhrtwird, 



vi) das Isothiocyanat anschlieflend mit dem Konjugat der Fonnel (VT) zum 
Thioharnstoff der Formel (X 1 ) gekuppelt wird und 
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vii) nach AblSsung der Schutzgruppe SGP aus dem Thioharnstoff der Fonnel 
(X 1 ) mit dem Derivat einer proteinreaktiven Gruppe oder der aktivierten 
Vorstufe des Derivats einer proteinreaktiven Gruppe der Fonnel (V), 

U-PRG (V) 

in der U Sir eine Gruppe steht, die die Verknttpfung von PRG mit Z 1 oder 
gegebenenfalls mit einer anderen Endgruppe von L ennSglicht, 

umgesetzt wird und 

viii) in einem optionalen letzten Schritt gegebenenfalls noch vorhandene 
Schutzgruppen abgespalten werden, 

wobei die aufeinanderfolgenden Schritte iv) und v) zu einem beliebigen 
Zeitpunkt vor Schritt vi) durchgefiihrt werden kSnnen. 

13. Verwendung einer oder mehrerer unterschiedlich isotopenmarkierter 
Verbindungen gemafl einem der Ansprilche 1 bis 9 als Reagenz zur 
massenspektrometrischen Analyse von Proteinen. 

14. Verwendung gemfiB Anspruch 13 zur Identification von einem oder mehreren 
Proteinen oder Protein-Funktionen in einer oder mehreren Protein-haltigen 
Proben. 

15. Verwendung gemaB Anspruch 13 zur Bestimmung der relativen Expressions- 
Niveaus von einem oder mehreren Proteinen in einer oder mehreren Protein- 
haltigen Proben. 

16. Kit zur massenspektrometrischen Analyse von Proteinen, enthaltend als 
Reagenzien eine oder mehrere unterschiedlich isotopenmarkierte 
Verbindungen gemfiB einem der Ansprttche 1 bis 10. 
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Fig.l 
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Fig.2 
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Fig.3 
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